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The Fate of Amylase Introduced into the Body 
of Warm-Blooded Animals. 


On the Relation between the Diastase Preparations Containing the 
Amylolytic Ferment Given per Os or Hypodermically and Its 
Amount Excreted in the Urine, Proportionate to That 
in the Blood-Serum; and Also the Facts Observed 
in the Course of These Experiments Con- 
cerning the Blood-Sugar Content. 


By 
YOSHIBUMI MASUMIZU. 


(From Prof. T. Kumagai’s Medical Clinic, Tohoku Imperial 
University, Sendai.) 





The diastatic ferment in the urine has long been studied since 
Cohnheim?” in 1863 observed its presence in the urine. M ag- 
endie” in 1846 proved the human blood to be amylolytic.  Al- 
though the ferment was known to be present, its study made little 


progress until Wohl gemuth® in 1908 succeeded in estimating 
accurately this ferment. 

Wohlgemuth,® after the ligation of the duct of the pancreas 
in a dog, found both in the urine and the blood an increased amount 
of the ferment, which, however, very rapidly became normal again. 
‘In 1909» he found in four cases of kidney disease and two cases of 
diabetes a little decrease of diastatic content in the urine. 

Benczur,® following Wohlgemuth’s original method, 
examined the serum and urine of fifty cases and discovered that there 
was no change in the value of the diastatic content. In one case of 
occlusion of the pancreatic duct, however, he found a diastatic content 
much exceeding normal, and he also found a high content in nine out 
of sixteen cases of nephritis. 

On the other hand, W ynhausen” in 1910 found in the urine 
of forty diabetics and thirty-two cases of nephritis a large decrease 
in diastatic content. Rosenthal® in 1911, using the modified 
Wohlgemuth method, found the decreased diastatic ferment 
of the urine in seven cases of chronic parenchymatous nephritis. 
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Marino” in 1911, following a modified method of his own, 
found a great decrease in diastatic ferment of the urine in nephritis. 

Loeperand Figai,™ 1907, after ligating the Wirs ung duct 
of a dog, found, both in the urine and the blood, a decreased amount 
of the ferment. 

In another field, Kussmaul' in 1874 tried to use diastase 
preparations in the medical treatment of diabetics. Although he 
hypodermically injected the diastase preparation, he found no change 
in the blood and in the urine. But he succeeded in decreasing the 
elimination of sugar in the urine by means of the intravenous injection 
of a lesser quantity of the same substance. 

So it will be interesting to investigate the value of the diastatic 
content of the blood and the urine after the diastase preparations are 
given both per os and injected hypodermically. 


METHOp. 


The substratum used consisted of a 1 per 1000 solution of soluble 
starch, the starch being Kahlbaum?’s special “Lésliche Starke.’ 
The amount of this (0.1 grm.) was weighed out and 100 c.c. of distilled 
water were added. The suspension was heated to boiling and kept 
boiling for fifteen minutes with stirring. The solution was then 
allowed to cool, and distilled water was added in order to make it up 
to 100 ¢.c. For safety a fresh solution was prepared daily. When 
urine was to be examined, the urine passed in the twenty-four hours 
was collected and the amylase content of the day’s mixed specimen 
was determined. The product of this value and the volume of urine. 
passed gave the total amount of amylase passed each day. So from the 
above specimen each definite quantity of urine was pipetted into a 
series of test tubes, in decreasing quantities. 

To each tube 2 c.c. of the starch solution were then added; the 
tubes were mixed by shaking and were placed in a water-bath at 38° 
C.; at the end of thirty minutes the tubes were removed from the bath 
and were plunged into cold water to arrest digestion. Upon adding 
a few drops of Lu gol’s solution to each tube a beautiful graduation 
of color was produced. The tubes in which no blue color is seen at all 
are naturally free from starch, whereas those colored purple show 
the presence of this substance. That tube which stands at the lowest 
in the non-blue set and at the same time next to the first purple one 
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is taken as the limit (‘‘Limes’’); that is to say, it contains just enough 
amylolytic ferment to change 2 c.c. of 1/1000 starch solution. 

Reduction to units is done as follows: X = number of c.c. of 
urine required to digest 2 c.c. of starch solution (1: 1000) in thirty 
minutes at 38° C. D™ = number of amylolytic units per c.c. of urine, 
determined under these conditions. Then D2 =. 

The method I used for the determination of the amylase value of 
blood-serum was the same as that used for urine, aside from using 
normal saline solution in place of distilled water. The solution given 
per os consisted of 5 grms. of these preparations in 50 c.c. of ordinary 
water. 2 c.c. of 1 per cent of the diastase preparations were hypoder- 
mically injected. The “‘Taka-diastase” is made by Sankyo & Co. 
of Tokyo and “pancreatin” by Parke, Davis & Co. 

The blood-sugar content was estimated after B ang by puncture 
of the ear-lobe every morning. 


NORMAL AMYLASE CONTENT OF BLOOD-SERUM AND URINE. 


’ As to the amount present in the serum of normal rabbits I have 
found it to be constant, viz. D = 8 units. In the urine of normal 
rabbits a value of from 4 to 32 units per c.c. has been found the average, 
though in the case of urine more variation might be expected than in 
the serum. 

EXPERIMENTAL RESULTS. 


The following experiments were carried out with a view to testing 
the influence of the concentration of the urine on the value of al 
per c.c. To test this point further I took two rabbits, collected the 
urine passed in twenty-four hours on five successive days in each case, 
and determined the amylase content of the day’s mixed specimen and 
also occasionally that ferment of the blood-serum of the rabbit. From 
the sixth day an artificial diuresis was produced by giving the rabbit 
50 c.c. of ordinary water. 

The difference between the diastatic ferment in the urine for 
five days before and after giving ordinary water was 2150-2020 = 130, 
the amount of diastatic ferment in the urine being increased (Table I). 

The difference between the total diastatic ferment in the urine 
for five days before and after giving ordinary water was 2470— 2328 = 
142, the amount of diastatic ferment in the urine being increased (Table 
II). 
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TABLE I. 
Experiment I. Normal rabbit. 1.83 kilos. 





° Volume of urine ° Total amount of 
i 38 a 38 -- 
Date Dy c.c. Total Dy Ds, for 5 days 





Sept., 1922 
; 40 160 

95 380 

100 400 

100 400 

170 680 

After giving 50 c.c. of ordinary water. 

155 | 310 

165 660 

140 280 

150 600 

150 300 

















TABLE IJ. 


Experiment II. Normal rabbit. 1.8 kilos. 





| 4 € © 
if . ine | Total amount of 
Date D* V olume of urine) Total D*® - 2 

30 c.c. 30 | D*, for 5 days 





Sept., 1922 
5 67 268 
6 145 580 
110 440 
180 720 
80 320 
After giving 50 c.c. of water. 
150 300 
55 | 620 
5 310 
| 640 
400 


5 
5 
0 








1 

1 
1¢ 
2 





While the urine volume increases, as with the two rabbits in Experi- 
ments I and II, after giving water D tends to decrease inversely. 

After all, the total amount of amylase for five days before giving 
50 c.c. of water is almost the same as that following it. We now 
proceed to experiments in which diastase preparations were given per 
os and hypodermically. The amylolytic power of the diastase prepara- 
tion is shown in Table III. 


TaBLe III. 

D2; of le.c. of 1 per cent of taka-diastase 250 
<i “he ” 1 ¥ ** pancreatin 25 
- 10 wa “ taka-diastase 2500 
? 10 x ** pancreatin 250 
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The diastatic ferment in the daily urine was determined on five 
or ten successive days; occasionally that of the blood-serum and the 
blood-sugar content of the rabbit were also estimated before giving 
the diastatic preparation. 

ExperimentIII. Normal rabbit. 1.79 kilos. 

We determined the amylolytic power of the urine for five days 
and then gave per os 5 grms. of taka-diastase dissolved in 50 c.c. of 
water to find out the amylolytic power of the urine (Table IV). 


TABLE IV. 


Urine Blood 


Date Volume Total Total amount of D* 
° , 
c.c. Ds. D for 5 days ” 











April, 1922 
14 


160 1280 
140 560 
150 600 
145 580 
150 600 

r giving taka-diastase per 
180 720 
90 1440 
250 2000 
200 1600 
210 1680 7440 8 

















The difference between the total diastatic ferment in the urine 
for five days before and after giving taka-diastase was 3820, the amount 
of diastatic ferment in the urine being increased. The total amount 
of the diastatic ferment of the taka-diastase given per os for five days 
was 6250. 

So we concluded that about half of the diastatic value given per 
os was excreted in the urine in five days. 

Experiment IV. Normal rabbit. 1.75 kilos. 

Five grms. of taka-diastase dissolved in 50 c.c. of water were given 
per os to the rabbit five successive days, and the amylolytic power of 
the urine and the blood-sugar was determined (Table V). 

The difference between the total diastatic ferment in the urine 
for five days before and after giving taka-diastase was 7080, the 
amount of diastatic ferment in the urine being increased. The total 
amount of the diastatic ferment of taka-diastase given per os for five 
days was 6250. 

It will be seen that almost the total amount of the diastatic value 
given per os was excreted in the urine in five days; or rather some- 
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what more is excreted than is given per os. This may be explained by 
the fact that the diastase in the urine is in a more favorable medium. 
The blood-sugar is almost unchanged. 


TABLE V. 























Urine Blood 
Date 38° Volume Total Total amount of 38° | Sugar 
Dy c.c. D, D for 5 days Ds q 
March, 1922 

31 8 180 1440 0. 098 
April 

1 s 200 1600 

2 4 190 760 

3 8 | 170 1360 

4 4 120 480 5640 8 

After giving taka-diastase per os. 

5 16 210 3360 

6 16 170 2720 

7 16 140 2240 

8 16 200 3200 

9 8 | 150 1200 12,720 8 0.101 











Experiment V. Normal rabbit. 1.82 kilos. 

The normal amylolytic power of the urine and the normal blood- 
sugar are determined. Then 5 grms. of pancreatin dissolved in 50 c.c. 
of water are given per os to the rabbit for eight successive days, and 
this result is compared with those of the normal rabbit (Table VI). 























TABLE VI. 
Urine Blood 
Date pD* Volume Total Total amount of Dp” Sugar 
30" c.c. D*, D for 8 days 30” % 
June, 1922 

7 8 120 960 

8 16 125 2000 

9 16 180 2880 

10 16 120 1920 0.096 

11 8 125 1000 

12 16 150 2400 

13 8 170 1360 S 

14 16 90 1440 13,966 0.004 ] 

After giving pancreatin per os. 

16 8 210 1680 
17 8 130 1040 ( 
18 8 150 1200 , 
19 32 120 3840 ] 
20 16 160 2560 ‘ 
21 16 135 2160 
s i 135 2160 0 107 
23 8 80 640 15,280 8 

















by 


m. 


yd- 


nd 
I). 
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The difference between the total diastatic ferment in the urine for 
eight days before and after giving pancreatin was 1320, the amount 
of diastatic ferment in the urine being increased. The total amount 
of the diastatic ferment of the pancreatin given per os for eight days 
was 1000. So we see that almost the total amount of the diastatic 
value given per os was excreted in the urine in eight days. 

Experiment VI. Normal rabbit. 1.85 kilos. 

After determining the amylolytic power of the normal urine and 
the normal blood-sugar for ten days, we gave per os to the rabbit 5 
grms. of pancreatin dissolved in 50 c.c. of water for the purpose of 
examining the variation of the amylolytic power and the blood-sugar 
(Table VII). 

Taste VII. 























Urine Blood 
Date 38° Volume Total Total amount of 38° Sugar 
Dy c.c. D, D for 10 days Dixy q 
June, 1922 
7 16 75 1200 
Ss 16 125 2000 
9 16 90 1440 
10 16 90 1440 
11 8 100 S00 | 
12 16 125 2000 | 0.100 
13 8 140 1120 
14 16 140 - 2240 
15 16 130 2080 
16 16 90 1440 15,760 . 
After giving pancreatin per os. 
28 8 170 1360 
29 8 100 800 
30 8 130 1040 
July 
1 16 180 2880 
2 16 180 2880 
3 16 180 2880 
4 16 120 1920 0.118 
5 8 75 600 
6 16 120 1920 
7 8 150 1200 17,480 8 

















The difference between the total diastatic ferment in the urine 
before and after giving pancreatin for ten days was 1720, the amount 
of diastatic ferment in the urine being increased. The total amount 
of the pancreatin given per os for ten days was 1250. So the result 
is that almost the total amount of the diastatic value given per os was 
excreted in the urine in ten days. The blood-sugar is found to increase 
slightly. 
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Experiment VII. Normal rabbit. 1.75 kilos. 

After we had determined the urine and the blood of the normal 
rabbit daily for five days, we dissolved 5 grms. of taka-diastase in 
50 c.c. of water and gave it per os to the rabbit for five successive 
days in order to determine the amylolytic power of the urine and the 
blood-sugar (Table VIII). 


Taste VIII. 
Urine Blood 








Date Volume Total /Total amount of Sugar 
c.c. Ds. D for 5 days % 





June, 1922 
7 50 800 0.09 
8 é 110 880 
9 120 1920 
10 80 1280 
11 90 360 5240 

After giving taka-diastase. 

28 100 1600 

29 ) 100 1600 

30 80 1280 

















1 40 320 
2 ‘ 80 2560 





The difference between the total diastatic ferment in the urine 
for five days before and after giving taka-diastase was 2120, the 
amount of diastatic ferment in the urine being increased. The total 
amount of taka-diastase given per os for five days was 6250. So one- 
third of the diastatic value given per os was excreted in the urine in 
five days. The blood-sugar content was almost the same before and 
after the administration of taka-diastase. 

Experiment VIII. Normal rabbit. 1.72 kilos. 

After we injected daily for five days 2 c.c. of 1 per cent of pancreatin 
hypodermically in the back of the normal rabbit, the amylolytic power 
of the urine and blood-sugar was determined (Table IX). 

The difference between the total diastatic ferment in the urine 
for five days before and after the injection of pancreatin was 320, 
the amount of diastatic ferment in the urine being increased. The 
total amount of the pancreatin injected for five days was 250. Almost 
the total amount of the diastatic value injected was excreted in the 
urine in five days. The blood-sugar increased slightly. 
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TaBLe IX. 





Date 


Urine 


Blood 





Volume 
c.c. 


Total 
D3, 


Total amount of 
D for 5 days 


Sugar 
oy 
40 





July, 1922 
6 
27 
28 
29 
30 


August 
4 


5 
6 
7 
8 








110 
140 
120 
115 

30 


880 
2240 
960 
1840 
480 


6400 


After injection of pancreatin. 


180 
110 
160 
120 
110 


Experiment IX. 
2 c.c. of 1 per cent of taka-diastase were injected hypodermically 


in the back for five days. 


1440 
880 
2560 
960 
880 





Normal rabbit. 


TABLE X. 





6720 





1.82 kilos. 


0.103 





Then the urine and the blood were treated 
in the same way as in Experiment VIII. (Table X.) 





Date 


Urine 


Blood 





Volume 
c.c. 


Total 
D*. 


Total amount of 
D for 5 days 





July, 1922 








46 
94 
85 
104 
156 


184 
376 
340 
416 
624 





1940 


After injection of taka-diastase. 


30 
145 
170 
140 
140 


240 
1160 
680 
560 
560 





30° 
8 





° Sugar 
or 
/O 


| 0.100 
| 0.101 


| 


The difference between the total diastatic ferment in the urine for 
five days before and after the injection of taka-diastase was 1260, the 
amount of diastatic ferment in the urine being increased. The total 
amount of taka-diastase injected for five days was 2500. So about 
half of the total amount of the diastatic value injected was excreted 
in the urine in five days. 
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Experiment X. Normal rabbit. 1.69 kilos. 

On five successive days 2 c.c. of 1 per cent of taka-diastase were 
injected hypodermically in the back of the rabbit and the amylolytic 
power of the urine and the blood-sugar of the rabbit was determined 
with a view to comparing it with those of the normal rabbit before the 
injection (Table XI). 


Taste XI. 




















Urine Blood 
Date pD* Volume Total Total amount of D”? Sugar 
0” =| ¢.c. D%, D for 5 days 30° /, 
July, 1922 | 

6 4 | 108 432 0.108 

7 | 4 | 112 448 0.108 

8 4 117 468 

9 4 | 120 480 

10 4 120 480 2308 8 

After injection of taka-diastase. 

12 | 16 44 704 

13 8 | 100 800 

14 4 | 125 500 

15 4 | 130 520 | 0.09 

16 4 170 680 3204 guy 








The difference between the total diastatic ferment in the urine for 
five days before and after giving taka-diastase for five days was 896, 
the amount of diastatic ferment in the urine being increased. The 
total amount of taka-diastase given hypodermically for five days was 
2500. About one-half of the diastatic value given hypodermically 
was excreted in the urine in five days. From the above researches I 
learned that the diastatic ferment increased in the urine by almost 
the total amount of the given diastatic value when pancreatin was 
administered per os and when it was injected hypodermically. More- 
over when takatdiastase was given per os the diastatic ferment was 
found to increase by one-half of the given diastatic value in the urine. 
But when it was given hypodermically almost all the injected amylase 
was excreted in the urine. 


CONCLUSIONS. 


(1) The value of the diastatic ferment, i. e. amylase, varies from 
time to time in the course of a day; and the total amount of the same 
ferment excreted in a day does not remain constant. 

(2) Whenever the amylolytic ferment is introduced into the 
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hody, whether per os or injected hypodermically, the amount of the 
same ferment increases in the urine. 

(3) The level of the amylolytic ferment in the blood-serum always 
remains constant. The amount of the same ferment determined in 
the serum shows the nearest or rather the same value whether this 
ferment is given per os or hypodermically. 

(4) The blood-sugar content was found to increase slightly when- 
ever pancreatin was given either per os or hypodermically. 
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Zur Frage des lipolytischen Vermdgens des Serums und der 
Organextrakte, mit besonderer Beriicksichtigung seiner 
Bestimmungsmethoden. 


Von 


DR. JUNKICHI AMAKI. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Yamakawa an 
der Tohoku Universitat zu Sendai.) 





I. Zur Methodik der Bestimmung der Lipasewirkung. 


Die gebriuchlichen Bestimmungsmethoden der Lipasewirku 
kann man nach ihren zuzufiigenden Substraten in zwei Gruppen ein- 
teilen, 1. die der Esterasen, bei welchen ein Ester gewisser tieferer 
Sauren als Substrat hinzugefiigt wird, z.B. Monobutyrin nach H a n- 
riot,” Mono- und Tributyrin nach Michaelis und Rona,” 
Athylbutyrat nach Kastle und Loevenhart,® Salizylsiure- 
amylester nach Magnus,” u.a., und 2. die der echten Lipase, die 
Neutralfett spaltet. Da im menschlichen Stoffwechsel Neutral- 
fette hauptsichlich in Betracht kommen und die Estern der tieferen 
Fettsaiiren damit nicht viel zu tun haben, so muss man zur Aufhellung 
biochemischer Probleme des Fettstoffwechsels jedenfalls mit Neutral- 
fetten arbeiten. 

In der Praxis kommen indessen die Esterasemethoden viel in 
Gebrauch, weil kiinstliche Ester leicht in Emulsion bereitet und die 
weitere Behandlung zur Bestimmung der Fermentwirkung recht einfach 
ausgefiihrt werden kénnen. Aber die Ergebnisse der mit Esterase- 
methoden ausgefiihrten Untersuchungen gelten nicht immer fiir Lipase. 
Mit einer Esterasemethode kann man z.B. ein wirksames Ferment 
im Blutserum nachweisen, wo allerdings echte Lipase bisher mit 
Bestimmtheit nie gefunden wurde. In dieser Arbeit will ich also auf 
Esterasemethoden verzichten und mich ausschliesslich mit echter 
Lipase beschiftigen. 

Manche Autoren, die sich mit der Lipasefrage beschiftigten, 
haben die Kanitz’sche Methode® angewandt (Sieber,® Pag- 
enstecher,” Tsuji,® Umeda,” u.a.). Die genannte Methode 
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besteht bekanntlich darin, dass man das Verdauungsgemisch unter 
Zusatz von Alkohol und Ather gegen Phenolphthalein als Indikator 
mit alkoholischer Kalilauge direkt titriert. Frau Sieber fand 
mit dieser Methode bei Zusatz natiirlicher Neutralfette zum wisserigen 
Extrakt der Schweinelunge grosse Zunahme der Aziditit. Sie wollte 
aus diesem Resultate ein besonderes lipolytisches Vermégen der” 
Lunge ableiten. Pagenstecher kam auch zu dem Schluss, 
dass verschiedene Organe fettspaltende Fermente enthalten, weil er 
nach Zusatz einzelner Organe zu Gelbei- oder Olivenélemulsion mit 
Kanitz’scher Methode Siurevermehrung fand. Auch Tsuji 
benutzte bei seiner Untersuchung iiber sogenannte ‘‘ Auxolipase”’ 
direkte Titrierung der Verdauungsgemische. 

Dass es bedenklich sei, hierbei jede Aziditaitszunahme ohne 
weiteres auf abgespaltene, freie Fettsiiuren zu beziehen, darauf hat 
schon 8 a x |’ ausdriicklich hingewiesen, da jede Autolyse mit Siaure- 
bildung einhergeht. Er extrahierte bei seiner Untersuchung die 
Verdauungsgemische in der Kilte mit angesiuertem Alkohol, und 
nach Reinigung des Extraktes durch wiederholte Extraktion mit 
Alkohol und Ather bestimmte er mit dem einen der aliquoten Teile 
der dtherischen Lésung die Gesamtfettmenge gravimetrisch und mit 
dem anderen die Fettsiuremenge durch Titration. Auf diese Weise 


konnte er das Verhaltnis von Neutralfett zu Fettsiuren, nicht aber die 
absolute Menge der abgespaltenen Fettsiuren untersuchen. Er fand 
mit dieser Methode ein lipolytisches Vermégen der Organe nur in sehr 


geringem Grade. 

Auch Berczeller' hat zu diesem Zwecke eine Extrak- 
tionsmethode ausgearbeitet, in der er die Verdauungsgemische mit 
angesiiuertem Petrolither ausschiittelte und daraus eine Menge des 
Petrolitheranteils abpipettierte, um damit die Saurezah] alkalime- 
trisch zu titrieren. Mir scheint aber diese Extraktionsmethode recht 
unvollkommen ‘und iibrigens mit manchen Fehlerquellen behaftet zu 
sein, da bei ihr Reinigung des Extraktes fehlt. 

Mit einer genaueren Extraktionsmethode nahm Freuden- 
ber g™ seine Untersuchung iiber Fettstoffwechsel vor. Er behandelte 
die Verdauungsgemische 24 Stunden mit kaltem, 4 Stunden mit 
siedendem Alkohol, schliesslich noch einige Stunden mit Petrolither. 
Der Extrakt wurde durch Abdestillation und Trocknen von fliichtigen 
Fettsiuren befreit und darauf mit Petrolither ausgezogen. Der 
Petrolitherextrakt wurde weiter mit Wasser geschiittelt, um ihn von 





Das lipolytische Vermégen des Serums und der Organextrakte 15 


den wasserléslichen, niederen Siuren vdéllig zu reinigen, und mit Lauge 
austitriert. Nach eingehendem Vergleich der verschiedenen Organe 
kam er zum Schluss, dass die Leber in ihrem lipolytischen Vermégen 
die iibrigen Organe weitaus iibertrifft, so dass sie im Fettstoffwechsel 
eine Sonderstellung einnimmt. 

Wie also aus dem Angefiihrten ersichtlich, wurde es schon von 
einigen Autoren bemerkt, dass durch direkte Titrierung der Verdau- 
ungsgemische andere sauer reagierenden Substanzen, die sich nicht 
auf freie Fettsiuren beziehen, mit letzteren zusammen bestimmt werden, 
wodurch die Deutung der Untersuchungsergebnisse erschwert wird. 
Die Natur dieser Fehlerquellen, mit denen die K anit z ’sche Methode 
behaftet ist, ist aber von diesen Autoren experimentell nicht aufgeklirt 
worden. Sax] vermutete, dass sie auf die bei Autolyse entstandenen 
Sauren zuriickzufiihren seien. Gewiss geht, wie er ausdriicklich betonte, 
jede Autolyse mit Saurebildung einher, was natiirlich einen Teil der 
in Rede stehenden Fehlerquellen ausmachen kann. Die Hauptsache 
betrifft aber nicht die im gewéhnlichen Sinne als sauer reagierend 
bekannten Substanzen, sondern die Eiweissabbauprodukte, spez. 
Aminosiuren und Polypeptiden, die bloss unter besonderen Bedin- 
gungen ihren Siurecharakter zeigen kénnen. 


II. Ejiweissabbauprodukte als Fehlerquelle bei Fettsaurebestimmung 
durch direkte Titrierung der Verdauungsgemische. 


Erst in den letzten Jahren wurde man darauf aufmerksam, dass 
eine iibermiissig gréssere Alkalimenge als wirklicher Sauregehalt in 
Anspruch genommen wird, falls man bei Anwesenheit von Amino- 
siuren und Alkohol mit Alkali gegen Phenolphthalein als Indikator 
bestimmen will. 1919 stellte Birchner'® Untersuchungen iiber 
Enzyme des Kornextraktes an und fand, dass sich Aminosiéuren in 
wisseriger Lésung gegen Phenolphthalein neutral verhalten, mit 
Alkohol aber sauer reagieren. Unabhingig von Birchner verdf- 
fentlichte auch Vorlainder™ in demselben Jahre, dass bei Gly- 
kokoll durch Zusatz von Alkohol Entwicklung der Aziditat beobachtet 
wird. Bald darauf widmete sich Foreman diesem Problem 
und trat 1920 mit seiner volumetrischen Schnellmethode zur Bestim- 
mung von Aminosiuren, organischen Siéuren und organischen Basen 
an die Offentlichkeit. Im Anschluss daran haben im niachsten Jahre 
Willstitter und Waldschmidt-Leitz'® eine alkali- 
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metrische Bestimmungsmethode von Aminosiuren und Peptiden 
ausgearbeitet. Nach ihnen zeigt sich bei alkalimetrischer Bestimmung 
von Eiweissabbauprodukten ein sehr charakteristischer Unterschied 
zwischen Polypeptiden und Aminosiuren hinsichtlich des Alkaliver- 
brauches. Polypeptide verhalten sich schon in 40 %-igem Alkohol 
wie gewohnliche Carbonsiuren, wihrend Aminosiuren zur vélligen 
Sattigung mit Alkalihydroxyd eine sehr hohe Alkoholkonzentration, 
von etwa 97 %, erfordern. Sie machten ferner darauf aufmerksam, 
dass bei Bestimmung der lipatischen Wirkung von Pflanzensiuren und 
Organpriparaten auf Glyzeride durch Anwesenheit der Eiweissabbau- 
produkte die Titrationswerte gefilscht werden. Wer von dieser Tat- 
sache weiss, kann schon leicht erkennen, worauf die Fehlerquelle direk- 
ter Titration der Verdauungsgemische bei Bestimmung der lipatischen 
Wirkung beruht. Die eingangs erwihnte, iiberschiissig grosse Siure- 
zahl, die einige Autoren mit K anit z’scher Methode gefunden haben, 
muss sicherlich zum Teil von den beigemischten Proteinen und Pro- 
teinabbaupredukten herriihren. Um diese Beziehungen klar zu erken- 
nen, nahm ich folgende Experimente vor. 


’ankreas, Leber, Lunge, Niere, Milz und Muskel von Schweinen wurden frisch 
zur Arbeit verwandt, aufs feinste zerhackt, mit fiinffacher Menge physiologischer 
Kochsalzlésung versetzt und nach 24 Stunden Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
koliert. 40,0 ccm der so gewonnenen Fermentlésungen wurden 80,0 ccm gekochter 
Kuhmilch als Substrat zugesetzt und alles 48 Stunden bei 37°C bebriitet. Nach 
Ablauf dieser Frist wurden die Proben aus dem Brutschrank herausgenommen und 
1% Stunde bei 100°C erhitzt. 

1. Aus den so gewonnenen Verdauungsgemischen wurden 5,0 ccm nach der 
Methode von K anitz mit 15 cem 95 %-igen Alkohols und 15 ecm Ather versetzt 
und die Gesamtaziditit mit N/10 alkoholischer KOH gegen Phenolphthalein als 
Indikator titriert. 

2. Aus denselben Verdauungsgemischen wurden wiederum 5,0 ccm abpipettiert, 
durch kolloidales Eisenhydroxyd enteiweisst und das Filtrat auf Amino-N nach V an 
Slyke bestimmt. 

3. 30,0 ccm Verdauungsgemisch wurden in eine Abdampfschale gebracht, auf 
dem Wasserbad bis zum vélligen Trocknen verdunstet und mittels Soxhle t ap- 
parats 24 Stunden lang extrahiert. Der Atherextrakt wurde unter Zusatz der halben 
Menge Alkohol mit N/10 alkoholischer KOH gegen Phenolphthalein als Indikator 
titriert. 

4. Andere 30,0 cem Verdauungsgemisch wurden ohne vorheriges Trocknen in 
einen Fliissigkeitsextraktor nach Kumagawa-Suto!” gebracht und 24 Stunden 
lang mit Ather behandelt. Der Atherextrakt wurde wie oben erwihnt, alkali- 
metrisch titriert. Die auf diese Weise vollstindig entfetteten Verdauungsgemische 
die sich in dem Glaszylinder des Extraktionsapparates befinden, wurden auf dem 
Wasserbad eingeengt, bis sie wieder die friihere Menge, d.h. 30,0 ccm, erreichten. 
Dann wurde 
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5. mit einem der aliquoten Teile von 5,0 ccm einerseits nach der erwihnten 
K anitz’schen Methode unter Zusatz von Alkohol und Ather die von Fettsiuren 
unabhiangige Aziditat; 

6. mit einem anderen nach Van Slyke die Amino-N-Menge bestimmt. 

Um die Kontrollwerte zu finden, die, von der Verdauung unabhingig, in den zu 
untersuchenden Filiissigkeiten priiformiert vorhanden waren, wurden die Organex- 


Tabellel. 


Differenz zwischen den Séurezahlen bestimmt durch direkte Titra- 
tion und Extraktionsmethode. 
Versuch 1 


Pankreasextrakt 40,0 ecm 
Kuhmilch 80,0 * 





Aziditiat Fettsiuren | Amino-N (mg) 


'Von der Dif-| 
lferenz zwisc-| ; 
Nach K anitz |jhender Azidi-| Durch Extraktions- Nach 
Versuch | bestimmt itit, vor und| methode bestimmt | Van Slyke 
nach der Ent-| bestimmt 
fettung aus-| 
gerechnet | 
| 
| 





| 


Nach _| Nach i Vor der Ns ach der 





| Vor der |Nach der 
Entfet- | Entfet- 
tung tung 


|Ku = _ ° oxh-| Entfet- | Entfet- 
| _*£ uto let eal fm 





Haupt- 


Kontroll- 
versuch| 28,8 26,4 2,4 2,0 


versuch| 82,2 62,4 20,0 8,7 | 74,988 | 72,636 
Differenz) 63,4 36,0 | 17,4 18,0 | | 2h 022 | 52, 











21,966 | 20,322 
314 


Versuch 2 


Pankreasextrakt 20,0 ecm 
Kuhmilch 80,0 “ 
0,9 % NaCl-Lésung 20,0 “ 





Aziditiit Fettsiuren | Amino-N (mg) 


\Von der Dif-| 
ferenz Z2Wisc- 
, : ‘ ‘ lhen der Azidi- : : Nach 
Versuch} Nach Kanitz ltait vor und} Durch Extraktions- | Van Slyke 
bestimmt nach der Ent-| methede bestimmt bestimmt 
fettung ausge- 
rechnet 








Vor der |Nach der Nach Nach | Vor der |Nachder 


Entfet- | Entfet- | Ku ww | Soxh-| Entfet- | Entfet- 
tung tung | S ay " let tung | tung 








Haupt- | 
versuch| 63,0 5,6 16,5 16,1 58,320 | 55,344 

Kontroll- 
versuch| 18,6 1 

Differenz| 44,4 16, 











0 0,9 | 16,086 | 13,536 
5 15,2 | 42,234 | 41,808 
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trakte, die vorher in siedendem Wasser gekocht worden waren, mit dem Substrat 
bebriitet und darauf wie beim Hauptversuch analysiert. In den beigegebenen Tabellen 
werden die Aziditatswerte mit den zur Neutralisation erforderlichen eem N/10 KOH 
ausgedriickt. Die angegebenen Zahlen beziehen sich bei jeder Bestimmung auf 30,0 
ecm der Verdauungsgemische. (Tabelle I 1-8.) 

Betrachten wir zuerst die Ergebnisse der mit Pankreasextrakt 
angestellten Versuche, so stimmen sowohl bei Kumagawa-S ut 0’- 
scher Extraktionsmethode wie auch bei Soxhlet ’scher die Werte 


der atherléslichen Fettsiuren gut miteinander iiberein. 
Im Vergleich zu 


z.B. beim Versuch 1 resp. 18,0 cem und 17,0 ccm. 


Versuc 


Leberextrak 
Kuhmilch 


h 3. 
t 40,0 ccm 
80,0 “ 


Sie betragen 





Aziditat 


Fettsiuren 


Amino-N (mg 





Versuch 


Nach Kanitz 
bestimmt 


Von der Dif- 
ferenz zwisc- 
hen der Azidi- 
tit vor und 
nach der Ent- 
fettung ausge- 
rechnet 


Durch Extraktions- 
methode bestimmt 


Nach 
Van Slyke 
bestimmt 








Vor der 
Entfet- 
tung 





Haupt- 
versuch| 
Kontroll- 
versuch 
Differenz) 


41,4 
11,4 








30,0 





Nach 
Kumaga- 
W a- 
Suto 


Vor der |Nachder 
Entfet- | Entfet- 
tung tung 





1,7 





0,7 
1,0 


Versuch 4. 


Lungenextrak 
Kuhmilch 


t 40,0 ecm 
80,0 * 





23,472 


11,316 | 
12°56 | 


19,154 


9,690 
9,444 





Aziditat 


Fettsaiuren 


Amino-N (mg 





Versuch 


NachKanitz 
bestimmt 


Von der Dif- 
ferenz zwisc- 
hen der Azidi- 
tit vor und 
nach der Ent- 
fettung ausge- 
rechnet 


Durch Extraktions- 
methode bestimmt 


Nach 
Van Slyke 
bestimmt 





Nach der 
Entfet- 
tung 


Vor der 
Entfet- 
tung 








Haupt- 
versuch 

Kontroll-| 
versuch| 

Differenz) 


15,6 1 


9,0 


Nach 
Kumaga- 
W a- 
Suto 


Vor der |Nachder 
Entfet- | Entfet- 
tung tung 

















4 
&, 
6, 


6,6 


0,8 


0,6 
0,2 








9,840 | 7,998 
| 
6,996 | 6,000 


844 | 1, 
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Versuch 5. 


Nierenextrakt 40,0 ecm 


Kuhmilch 


80,0 “ 





Aziditat 


Fettsfiuren 


| Amino-N (mg) 





Nach Kanitz 


_ der Dif-| 
ferenz zwisc-| 
hen der Azidi- 
tat vor und 
nach der Ent- 
fettung ausge- 
rechnet 


Durch Extraktions- 
methode bestimmt 


| Nach 
Van Slyke 
bestimmt 





Nach der 
Entfet- 
tung 





Haupt- 
versuch 

Kontroll- 
versuch| 


0,9 
0,3 








Differenz, 12,9 





0,6 


Nachder 
Entfet- 
tung 


Vor der 
Entfet- 
tung 








Versuch 6. 
Milzextrakt 40,0 cem 
Kuhmilch 80,0 “ 


15,942 | 15,018 


8,532 | 7,680 








7,410 | 7,338 





Aziditat 


Fettsaiuren 


| Amino-N (mg) 





NachK anitz 


Versuch | bestimmt 


Von der Dif-) 
ferenz zwisc-| 
hen der Azidi-| 
tit vor und| 
nach der Ent- 
fettung aulsge- 

rechnet 


Durch Extraktions- 
methode bestimmt 


Nach 
Van Slyke 
bestimmt 








Nach der 
Entfet- | 
tung | 


Vor der 
Entfet- 
| tung 

Haupt- | 
versuch| 
Kontroll-| 
versuch 
Differenz 





32,4 30,6 


6,6 
24,0 





7,2 
25,2 


Kumaga- 
4 


Nach 


W a- 
Suto 


Nachder 
Entfet- 
tung 


Vor der 
Entfet- 
tung 








1,0 


0,1 
0,9 





Versuch 7. 


Schweineserum (1:2) + 0 ccm 
Kuhmilch 0,0 


24,324 
11,094 


22,872 


8,532 








13,230 | 14,340 





Azidi 


tit 


Fettsiuren 


Amino-N (mg) 





Versuch Kan 


Nach 


itz 


Nach 
Kumagaw a- lo 


Suto 


Nach 


Van Slyke 





Hauptversuch 
Kontrollversuch 





3.6 
4 
Differenz 2 


5,838 
5,562 


0,276 
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Versuch 8. 


Muskelextrakt 40,0 cem 
Kuhmilch 80,0 ‘“ 























a Aziditat | Fettsaduren Amino-N (mg) 
’ | Nach | . 
; Nach _ Nac ad Ten 
Versuch Ka 7 tz | Kumagawa- |g —_ .. hi —. - 
Suto “gigi ? 
Hauptversuch 12,6 0,4 | 0,9 | 9,540 
Kontrollversuch 12,0 0,4 0,8 9,372 
Differenz 0,6 0,0 | 0,1 | 0,168 


diesen Werten der iitherléslichen Sauren ist die mit K anit z ’scher 
Titrationsmethode gefundene Aziditét ums dreifache grésser. Dieser 
Uberschuss an Aziditat muss, wie eingangs erwihnt, zum grossen Teile 
von Eiweissabbauprodukten abstammen. Nach Entfettung der 
Verdauungsgemische, wodurch die Fettsiuren von den Proben ent- 
fernt wurden, betrigt die Aziditit unter Alkoholzusatz noch 36,0 
ecm. Sie stellt also die durch Verdauung entstandene und _ nicht 
auf Fettsiuren beruhende Siaurezahl dar, die bei K anit z’scher 
Methode gefunden wird. Wenn man sie von der vor der Entfettung 
gefundenen Sidurezahl abzieht, so ermittelt man den auf Fettsiuren 
bezogenen Anteil der Aziditait; er betriigt z.B. beim Versuch 1 17,4 
ecm. Dieser ausgerechnete Wert der itherléslichen Saiuren deckt sich 
iibrigens mit dem durch Extraktionsmethoden gefundenen sehr gut 
Beim Versuch 2, bei welchem ich mit halb so grosser Menge des 
Pankreasextraktes wie beim Versuch 1 gearbeitet habe, verhilt sich 
die Sache ebenso wie bei letzterem, obwohl die gelieferten Spalt- 
produktmengen selbstverstindlich viel geringer sind. 

Die Amino-N-Bestimmung wurde, wie schon erwahnt, mit den 
Verdauungsgemischen sowohl vor wie auch nach der Entfettung ange- 
stellt. Die Zahlen waren bei beiden Proben annihernd gleich. Nach 
der Entfettung war sie jedoch ein bisschen kleiner als zuvor, was sich 
aber aus dem Verlust wihrend der Extraktion leicht erkliren lisst. 
Wieviel des iiberschiissigen Alkaliverbrauchs bei direkter Titration 
von diesen Eiweissabbauprodukten abhingig ist, kann man nach 
diesen Versuchen nicht entscheiden, da sich einerseits in der ange- 
wendeten Alkoholkonzentration die verschiedenen Aminoséuren und 
Polypeptiden hinsichtlich des Alkaliverbrauches ziemlich verschieden 
verhalten und da uns anderseits iiber die einzelnen Komponenten der 
in diesen Verdauungsgemischen vorkommenden Eiweissabbauprodukte 
nichts bekannt ist. Hier kann ich nur soviel sagen, dass das Verhaltnis 
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der tiberschiissig verbrauchten Alkalimenge zu Amino-N bei beiden 
Versuchen ziemlich konstant ist, nimlich 
Versuch 1 52,314 : 36 = 1,45 
Versuch 2 41,808 : 30 = 1,39 
Bei den Proben mit Pankreasextrakten sind die Verdauungs- 

gemische sowohl an Fettsiuren wie auch an Aminosiuren ziemlich 
reichlich, da dies Organ eine Bildungsstitte des Verdauungssaftes 
ist. Im Vergleich dazu ist die abgespaltene Fettsiurenmenge bei 
den Proben mit Leber-, Nieren- und Milzextrakten recht klein und 
noch geringer bei Serum, Lungen- und Muskelextrakten, wo sie nicht 
weit iiber die Fehlergrenze hinausgeht. In diesen Fillen kann jedoch bei 
direkter Titration der Verdauungsgemische noch ein Alkaliverbrauch 
von ansehnlicher Menge beobachtet werden und dementsprechende 
Amino-N-Werte. Der Quotient Amino-N- zu iiberschiissigem Alka- 
liverbrauch ist aber in diesen Fillen etwas anders gestaltet als beim 
Pankreasextrakt, obwohl er unter jenen selbst annihernd gleich ist, z.B. 

Versuch 3 (Leber) 9,444 : 28,8 = 0,32 

Versuch 4 (Lunge) 1,998: 6,3 = 0,32 

Versuch 5 (Nieren) 7,338 : 12,3 = 0,59 

Versuch 6 (Milz) 14,34 : 24,0 = 0,59 

Also in diesen Fallen wurde im Verhiltnis zur Amino-N-Menge 

mehr Alkali verbraucht als beim Pankreas. Worauf dieser Unter- 
schied zwischen Pankreas und anderen Organen beruht, das muss zur 
Zeit noch dahingestellt bleiben. Er riihrt, meines Erachtens, wahr- 
scheinlich von der Differenz der Abbauprodukte bei autolytischer und 
tryptischer Verdauung her. 


III. E/inteilung der atherloslichen Sauren in den Verdauungsgemischen 
durch Organextrakte. 


In den vorangehenden Versuchen habe ich die durch K anit z’- 
sche Methode titrierbare Gesamtaziditat der Verdauungsgemische in 
mit Ather extrahierbare und nicht-extrahierbare geteilt. In dieser 
Untersuchung will ich diese in Ather tiberfiihrbaren Saiuren genauer 
klassifizieren. 

Nach dem Herausnehmen der Proben aus dem Brutschrank habe ich zuerst 
die Reichert-Meissel’sche Zahl bestimmt. Die Verdauungsgemisch ent- 
haltenden Kolben wurden mit einem Liebig’schen Kiihler luftdicht verbunden 
und in siedendes Wasserbad gesetzt. Die Vorlagen, die die Destillate aufzunehmen 
sind, wurden vorher mit 10,0 cem N/20 NaOH beschickt. Nach 1-stiindiger Destilla- 
tion wurde der Uberschuss an Alkali mit N/20 HCl zuriicktitriert. Nachdem die 
Destillation beendet war, wurde der Hiilseninhalt auf dem Wasserbad getrocknet 
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und durch So xh |e tapparat 24 Stunden lang extrahiert. Der Atherextrakt wurde 
dann quantitativ in einen Scheidetrichter iibergefiihrt und einmal mit Wasser gespiilt. 
Auf diese Weise wurden die wasserléslichen niederen Siuren und die Atherléslichen 
hochmolekularen Fettsiuren getrennt. Zuletzt wurde, um die Fettsiuren aus den 
Seifen zu bestimmen, welche durch Ather ungelést in den Extraktionshiilsen bleiben, 
der Extraktionsriickstand mit 1 %-igem Salzsiiurealkohol gekocht, in den Heizex- 
traktor nach Kumagawa-Suto gebracht und mit absolutem Alkohol 5 Stunden 
lang heiss extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde verdunstet, mit Petroliither auf- 
genommen und der Petrolaitherextrakt mit Wasser bis zu vélligem Verschwinden der 
Chlorreaktion abgespiilt, dann unter Zusatz der halben Menge Alkohol mit N/20 
alkoholischer KOH titriert. 

Aus den beigegebenen Tabellen (II, 1, 2) ersieht man, dass Serum, 
wenn mit Kuhmilch oder Oliven6l bebriitet, nur geringe Mengen fliich- 
tiger und wasserléslicher Siuren erzeugen kann, dagegen Zunahme Ather- 
loslicher Fettsiuren kaum zu beobachten ist, so dass Vorkommen eines 
Neutralfett spaltenden Fermentes im Serum in Abrede gestellt werden 
muss. Im Gegensatz dazu findet man, wenn man Extrakte der Leber, 
Lunge, Nieren und Milz als Fermentlésungen verwendet, eine, wenn 
auch kleine, doch unverkennbare Vermehrung hochmolekularer Fett- 
siiuren. Beim Pankreasextrakt zeigt sich natiirlich bei weitem gréssere 
Ausbeute an Fettsiiuren. Was die als Seifen gebundenen Fettsiuren 
betrifft, so sind sie in allen untersuchten Fallen verschwindend klein, 
sodass man sie unbeschadet ausser acht lassen kann. 


IV. Fordernde Wirkung des Eiweisses auf Pankreaslipase. 


Dass Zusatz von Serum die lipatische Wirkung des Pankreas- 
extraktes oder -saftes beférdert, wurde zuerst von Rosenheim 
und Shaw-Mackenzie'® bemerkt und spiter von Minami!” 
bestitigt. Mellanby und Wolley™ fiihrten diese Eigenschaft 
der Proteine auf ihre antitryptische Kraft zuriick, da letztere bekannt- 
lich das Trypsin des Pankreassaftes unterdriickt, das seinerseits auf 
die Lipase schigigend wirkt. Rosenheim und Shaw-Mack- 
enzie nahmen dagegen an, dass die in Rede stehende beschleunigende 
Substanz des Serums an ein thermostabiles Koenzym gebunden ist, 
das infolge Dialyse verloren geht und in verdiinntem Alkohol léslich 
ist. Tsuji widmete sich der Identifizierung der in Rede stehenden 
Substanz und trennte sie scharf vom Koenzym. Er nannte die befér- 
dernde Substanz ‘‘ Auxolipase,”’ die nach ihm, mit dem Serumeiweiss 
zusammengefallt, durch Veraschung vernichtet wird und nicht dialy- 
sabel ist. Im Anschluss an Shaw-Mackenzie’s*” Ansicht 
stellte er auch die Identitét der beférdernden Substanz mit Antitrypsin 








le 
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in Abrede, da erstere thermostabil ist und ihr Vermégen mit dem 
Gehalt des letzteren nicht immer parallel liuft. 

Man kann nun die Untersuchungen genannter Autoren dahin 
zusammenfassen, dass im Serum eine Substanz vorkommt, die die 
lipatische Wirkung beférdert, iiber deren Natur aber die Meinungen 
noch geteilt sind. Da all diese Untersuchungen nach K anit z’scher 
Methode ausgefiihrt wurden, habe ich sie im folgenden durch Parallel- 
untersuchunger mit Titrations- und Extraktionsmethode nachgepriift, 
um zu erkennen, wie sich die von friiheren Autoren gezogenen Schliisse 
bei Ausschluss der von den vorhandenen Eiweissabbauprodukten 
herriihrenden Fehlerquelle gestalten. 

Pankreasextrakte wurden mit Olivenélemulsion als Substrat versetzt und als 
die lipatische Wirkung beférdernde Substanz noch Serum resp. Eierweiss hinzugesetzt. 
Zur Kontrolle wurden in einigen Proben die Extrakte und die zu untersuchenden 
Eiweisskérper vorher gekocht. Nach 48 stiindiger Bebriitung wurden die Verdauungs- 
gemische wie iiblich auf ihren Gehalt an Gesamtaziditat, atherléslichen Siuren und 
Amino-N gepriift. Die unten angegebenen Zahlen beziehen sich auf 30,0 ccm der 
Verdauungsgemische. (Tabelle 111.) 


Tabelle III. 
Férdernde Wirkung des Eiweisskérpers auf die Lipase des Pankreasextraktes. 
Versuch 1. 


Pankreasextrakt 5,0 ccm 
Olemulsion 5,0 cem 
Rohes Sertim (1:4) 20,0 eem 



































Versuch | Aziditit Fettsaiuren | Amino-N (mg) 
Hauptversuch 29,5 | 18,3 | 23,575 
Kontrollversuch 7.5 2,9 8,280 
Differenz 22,0 15,4 15,295 _ 

Pankreasextrakt 5,0 ecm 
Olemulsion 5,0 ccm 
Gekochtes Serum (1:4) 20,0 ccm 

Versuch Aziditit | Fettsiiuren Amino-N (mg) 
Hauptversuch 34,3 | 6,5 38,750 
Kontrollversuch 7,5 | 2,5 7,935 
Differenz 26,8 4,0 | 30,815 

Pankreasextrakt 5,0 cem 
Olemulsion 5,0 eem 
0,9 % NaCl-lésung 20,0 cem 

Versuch | Aziditit | Fettsiuren | Amino-N (mg) 
Hauptversuch 11,2 5,5 | 9,148 
Kontrollversuch 7,0 2,5 4,650 
Differenz | 3,7 3,0 4,498 
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Versuch 2. 
-Pankreasextrakt 5,0 ccm 
Olemulsion 5,0 eem 
Rohes Eierweiss (1:5) 20,0 cem 
Versuch | Aziditit Fettsiuren Amino-N (mg) 
Hauptversuch 31,5 20,3 26,832 
Kontrollversuch 7,5 2,8 9,867 
Differenz 24,0 17,5 16,965 
Pankreasextrakt 5,0 cem . 
Olemulsion 5,0 cem 
Gekochtes Eierweiss (1:5) 20,0 cem 
Versuch | Aziditat | Fettsaduren | Amino-N (mg) 
| 
Hauptversuch | 44,0 | 12,0 42,050 
Kontrollversuch 7,5 2,7 8,763 
Differenz 36,5 9,3 33,287 
Pankreasextrakt 5,0 ecm 
Olemulsion 5,0 cem 
0,9 % NaCl-lésung 20,0 ecm 
Versuch | Aziditit Fettsiuren Amino-N (mg) 
Hauptversuch | 11,0 } 6,3 10,237 
Kontrollversuch | 6,5 2,4 6,000 
Differenz 4,5 3,9 4,237 








Man beobachtet betrichtliche Zunahme der Gesamtaziditit der 
Verdauungsgemische, wenn man zu aktiven Pankreasextrakten Serum 
oder Eierweiss zufiigt. Sie ist bei diesen etwa fiinf- oder sechsmal so 
gross wie bei Kontrollproben mit inaktivierten Extrakten. Dabei 
lasst sich aber auch gleichzeitig reichliche Produktion von Amino-N 
nachweisen, die von Autolyse der Extrakte und Abspaltung der zuge- 
fiigten Eiweisskérper durch letztere herriihrt. Infolge Anwesenheit 
dieser Eiweissabbauprodukte muss natiirlich der durch direkte Titrier- 
ung ermittelten Aziditiétszahl ein nicht unbetrichtlicher Uberschuss 
als wirkliche Fettsiuremenge zugemessen werden, wie in den Tabellen 
aus der Differenz zwischen Gesamtaziditat und atherléslichen Sauren 
augenscheinlich erhellt. Also die einschligigen, von friiheren Autoren 
erhobenen Resultate, die durch Kanitz’sche Methode die be- 
férdernde Wirkung der Eiweisskérper auf die Lipase bestitigt haben, 
ruhrten insofern irrefiihrenderweise von dieser nicht auf Fettsiuren 
bezogenen Aziditat her. 

Trotz dieser durch Eiweissabbauprodukte verursachten Tiuschung 
war aber der von friiheren Autoren gezogene Schluss, dass Serum die 
lipatische Wirkung beférdert, niemals falsch gewesen. Wie man aus 
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den Tabellen ersehen kann, ist der Wert der itherléslichen Sauren bei 
den Proben mit aktivem Extrakte und Eiweisskérpern immer bei 
weitem grésser als bei Kontrollproben ohne Eiweisszusatz. Bei diesem 
Plus an Saurezahl darf man natiirlich immer annehmen, dass zugefiigte 
Eiweisskérper die Lipolyse des Pankreasextraktes beférdern. 

Tsuji beobachtete ferner bei seinem Versuch, dass gekochtes 
oder in Fiaulnis geratenes Serum die lipatische Wirkung mehr be- 
férdert als genuines. Diese Annahme beruht auch auf einer von den 
Eiweissabbauprodukten verursachten Tauschung. Produktion von 
Amino-N kann hierbei selbstverstindlich bei Anwesenheit von gekoch- 
tem oder verdorbenem Protein viel reichlicher sein als von genuinem, 
wie das auch meine Versuche bestitigen. Die Bestimmung der iither- 
léslichen Siéuren zeigt aber, dass die lipatische Wirkung durch genuine 
Eiweisskérper in weitaus grésserem Umfange begiinstigt wird als 
durch gekochte. Den Grund fiir letztere Tatsache muss man, meines 
Erachtens, noch immer in der antitryptischen Kraft genuiner Eiweiss- 
kérper suchen. 

Wie eingangs erértert, haben es Rosenheim und Sha w- 
Mackenzie und Tsuji, gegen die Annahme von Mellanby 
und W olley, abgelehnt, die in Rede stehende beférdernde Substanz 
mit dem Antitrypsin zu identifizieren, weil erstere thermostabil ist. 
Dass gekochten Eiweisskérpern, die die antitryptische Kraft schon 
verloren haben sollen, diese Eigenschaft auch zukommt, davon konnte 
auch ich mich durch meine Versuchen iiberzeugen. Wohl begreiflich 
ist indessen, dass jeder Eiweisskérper, sei es ein genuiner, sei es ein 
denaturierter, anwesendes Trypsin zur Verdauung an sich bindet. 
Genuine Eiweisskérper gewisser Art, wie Blutserum und Eierweiss, 
sind besonders viel schwerer verdaulich als gekochte, und insofern 
kénnen sie mehr Trypsin fiir sich in Anspruch nehmen.” Hiermit 
méchte ich also die Sache in der Weise erkliren, dass nicht Antitrypsin 
allein, sondern Eiweisskérper itiberhaupt Trypsin an sich fesseln und 
so die Lipase vor des letzteren zerstérender Wirkung bewahren. 


Schluss. 


1. Bei Anwesenheit von Eiweissabbauprodukten wird immer 
eine itiberraschend sehr viel gréssere Alkalimenge als wirklicher Fett- 
siurengehalt verbraucht, wenn man nach Kanitz die Verdauungs- 
gemische unter Zusatz von Alkohol gegen Phenolphthalein als In- 
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dikator direkt titriert. Diese Fehlerquelle kann man leicht durch 
vorangehende Extraktion ausschalten. 

2. Durch die Extraktionsmethode wurde nachgewiesen, dass 
Extrakte von Organen und Geweben, abgesehen von dem des Pankreas, 
mit recht schwachem Vermégen an Lipolyse versehen sind. Blut- 
serum kann Neutralfette gar nicht spalten. Altere Meinungen, dass 
der Lunge oder Leber eine dominierende Stellung im Fettstoffwechsel 
zukomme, beruhten auf durch Eiweissabbauprodukte verursachten 
Fehlern in der Fettsiurebestimmung. 

3. Die ebenfalls von den aus dieser fehlerhaften Titrations- 
methode erlangten Ergebnissen herriihrende Annahme, dass zugefiigte 
‘iweisskérper Pankreaslipase beférdern, wurde dagegen immer auch 
durch die Extraktionsmethode bestitigt. Der Grund fiir diese Er- 
scheinung ist wohl in der trypsinablenkenden Eigenschaft der Eiweiss- 


kérper zu suchen. 
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On the Influence of Drugs upon Intestinal Absorption. 


By 
MASAKAZU NAKAMURA. 


(From the Pharmacological Laboratory of Prof. S. Y agi, Tohoku 
Imperial University, Sendai.) 





Notwithstanding the fact that studies on the absorption of various 
substances are numerous, there are only a few dealing with the action 
of drugs upon absorption. Moreover, the kinds of drugs employed 
in the experiments have been too few, and not infrequently there are 
discrepancies in the results of the experiments of different authors. 
In the present article we shall deal with a series of experiments carried 
out on rabbits, on the intestinal absorption of several substances, in 
order to know the action of as many kinds of drugs as possible. 

The majority of the previous investigations were performed on animals provided 
with a fistula of Vella. By this method the experiment can be performed without 
any violent operation on the animal, so that the process can be observed in a more 
normal condition. But this method, used by previous investigators, can not be 
looked upon as faultless. The actual experiment and its control must be carried out 
simultaneously, and not one after the other, if the fact that the rate of absorption will 
vary at different times is to be taken into consideration. 

Some observers used an isolated loop of gut, that is, they opened 
the abdominal cavity and ligated the gut at two places. This method 
has the same defect as the former. 

After opening the abdominal cavity of rabbits, Tecklen- 
burg” isolated two loops of gut by ligating the gut at three places 
and compared the rates of absorption of potassium iodide in the two 
loops while the mesenteric nerve supplying one loop had been divided. 
Adopting this manner, Nakazawa observed the influence of 
phlorhizin upon the intestinal absorption of several substances, while 
administering the drug into one loop and employing the other as the 
control. If the rates of absorption for various substances are ap- 
proximately equal in both loops, this procedure can be looked upon as 





(1) Tecklenburg and Leubuscher, Virchow’s Arch., 1894, 168, 
364. 
(2) Nakazawa, Tohoku Journ. of Exp. Med., 1922, 3, 288. 
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being adequate for the observation of the influence of drugs upon 
intestinal absorption. We have first to determine whether this is 
actually the case. 

Since I have found it to be so by an experiment which will be 
reported later, I have followed the procedure of Nakazawa which 
is as follows: 

Rabbits above two kilos in body weight were fastened on the 
table in a dorsal position, anaesthetized with the A.C.E. mixture, and 
the abdominal cavity was opened in the linea alba. The caecum was 
pushed to the right side, and the loops of small intestine were pulled 
out of the abdominal cavity and put on a cloth, soaked with warmed 
Ringer’s solution. Seven centimeters above the point where the 
blind end of the caecum is attached the first thread was placed round 
the intestine through a hole made in the mesentery. 

The second and the third threads were laid in this manner at about 
forty and eighty centimeters respectively above the first thread. 
The gut was then opened at a distance of five centimeters above the 
third thread as well as below the first. A stream of lukewarm 
Ringer’s solution was passed through the loop, in order to remove 
the contents of the gut. The gut was then pressed slightly with the 
fingers, so as to drive out the remaining solution, and the whole loop 
was wrapped in the cloth soaked with warmed Ring er’s solution, 
and warmed with an electric light which was held above the cloth. 
The gut was kept in this state for fifteen minutes, in order to give time 
for the absorption of any residual solution as well as for the congestion 
to subside. Then, by tying the three threads, two loops of gut, each 
forty centimeters long, were isolated from the rest of the intestine. 
Into both the loops a solution containing several substances, the con- 
stituents and concentration of which will be cited below, was intro- 
duced by means of a syringe. The punctures were made at points 
near the ligatures, and after every injection the pricked hole was 
closed with a new ligature in order to avoid leaking. Then the loops 
were replaced and the opening of the abdominal wall closed. After 
one hour the abdomen was opened again, the blind loops were pulled 
out, and all the residual fluid in both loops was aspirated with a syringe, 
adjusted with a coarse needle. The whole fluid was then transferred 
into a measuring cylinder and the volume was measured. The con- 
centration and the whole amount of every constituent was estimated 
by the methods stated below. 





as 








Influence of Drugs upon Intestinal Absorption 31 


l. Preparation of the test solution. 


In former investigations salts, grape-sugar and peptone were 
selected as the substances, the absorption of which was examined under 
the influence of drugs. These substances were used always in separate 
solutions and therefore, the effect of drugs on the absorption of only 
one substance was observed in one experiment. But whether a certain 
drug affects the absorption of different substances in the same manner, 
or not, is unknown. So a compound solution of sodium chloride, 
grape-sugar, glycocoll and soap was employed in the present investi- 


gation. 
For the test solution 
sodium chloride 0.25 grm. 
grape-sugar 2.00 grms. 
glycocoll 1.00 grm. 
powdered soap 0.25 or 0.50 grm. 


were dissolved in 100 c.c. of distilled water. 

When more hypertonic solution was introduced into the gut, the 
amount of the remaining fluid at the end of the experiment markedly 
exceeded that introduced, so that the gut was stretched very tightly. 


2. Estimation of constituents. 


Sodium Chloride. To 1.0 c.c. of the residual fluid a small quantity 
of acetic acid was added and boiled for a few minutes. The precipitate 
produced was then filtered off and washed repeatedly with distilled 
water. The filtrate together with the wash water was titrated with 
1/10 normal silver-solution after M o hr. 

Fatty Acids. The remaining part of the residual fluid was then 
transferred into a separating funnel with a capacity of 200 c.c., and the 
fatty acids were precipitated by adding 1.0 c.c. of dilute sulfuric acid. 
The isolated fatty acids were then dissolved in ether, and the ether 
was separated. The procedure with ether was repeated again, and the 
ether was washed three times with distilled water and titrated by means 
of N/40 alcoholic soda-solution. 

Grape-Sugar. 5.0 ¢.c. of the fluid, which was now separated from 
the fatty acids and remained in the separating funnel, were diluted to 
50.0 c.c. with distilled water, and its content of sugar was estimated 
after Pav y’s method, modified by Kumagawa and Suto. 

Glycocoll. 1.0 ¢.c. of fluid, the same as in the case of grape-sugar, 
was used for the estimation of glycocoll by means of Van Sly ke’s 
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apparatus. The fluid contains protein which comes from the intestinal 
juice and can not be precipitated by acidulating. But its quantity is 
probably very small, and when the interval of shaking for the evolution 
of nitrogen gas was limited to three minutes exactly, the amount of 
nitrogen originating from the enteric juice was so small that it was 
negligible. 

An Experiment Showing This Method. 


The same amount of the test solution was introduced into each of the two loops, 
and after one hour the residual fluid was collected and estimated. The results were 
as follows: 

The residual water in both the loops was less than the amount introduced most of 
the times, but in some cases the reverse was found. The remaining amount of sodium 
chloride is sometimes more and sometimes less than that introduced. The change in 
the quantity is entirely independent of that of water, consequently its concentration 
is inconstant. The remaining amount of grape-sugar, amino acid and fatty acids is 
invariably less than that introduced. Their concentration decreases always, ir- 
respective of the increase or decrease of water. 

It is obvious, therefore, that grape-sugar, amino acid and fatty acids are absorbed 
by the mucous membrane of the intestine. Water and sodium chloride would be 
absorbed similarly, but they would transude, undoubtedly, from the intestinal wall 
into the fluid introduced. So, by estimating the remaining amount, we are able to 
measure the rates of absorption of grape-sugar, amino acid and fatty acids, but not 
those of sodium chloride and water. 

With regard to the remaining amounts of every constituent in both loops, they 
are approximately, if not exactly, equal to each other. 

By this method, we are able, therefore, to observe the influence of drugs upon 
the intestinal absorption by administering the test material into one loop, using the 
other as a control. 


As a rule, the drugs examined were dissolved in the test solution. 
The drugs, insoluble in the test solution, were dissolved in a small 
quantity of alcohol, and in these cases, the same quantity of alcohol 
was added to the test solution which is to be introduced into the control 
loop, in order to exclude the influence of the solvent. 


RESULTS OF EXPERIMENT. 


I. Sodium fluoride and potassium cyanide. 


The soluble salts of alkalies elicit not only the general salt action, 
but also their peculiar ion actions. They might also elicit these two 
actions on the intestinal absorption, and, in fact, Heidenhain® 
and others have proved that when the osmotic pressure of the content 
of the intestine was raised by adding salts, the absorption of both 





(3) Heidenhain, Arch. f. ges. Physiol., 1894, 66, 579. 
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water and solubles in the content is retarded. But to elicit this action 
it may be necessary that the concentration of salts reachacertain degree, 
and therefore, when very minute quantities of them are administered, 
this physical factor can be neglected safely, and consequently the results 
must be referred to the peculiar action. 

(1) Sodium Fluoridee Heidenhain”® observed that this 
substance, when introduced with the solution of sodium chloride, 
retards the absorption of both sodium chloride and of water. This, 
according to him, is due to the diminution of the force of transportation 
of the intestinal wall for water and sodium chloride. Reid® intro- 
duced blood serum into the intestinal canal to which sodium fluoride 
had been previously administered. The residue showed that the water 
had not been absorbed totally, and organic substances and salts are 
absorbed much less than in the control. Cohnheim® introduced 
a solution of grape-sugar to which sodium fluoride or potassium 
fluoride had been added, into the gut, and found that more water 
remained, and the concentration of sodium chloride in the residual 
fluid was greater than in the control. He concluded that sodium flu- 
oride and potassium fluoride injure the intestinal mucous membrane, 
so that the power of absorption for the fluid as well as that of retarding 
the transfusion of common salt diminishes. From these reports the 
fluorides of alkalies seem to arrest the absorption of water, salt and 
organic substances in blood serum. 


TABLE I. 


Sodium Fluoride. 
Experiment 5. 17, VI, 1921. 





Amount (grm.) |Difference in 
absorption 
between the 
Test loop} Control/Test loop| Control Test loop] Control] two loops 





Substances Introduced into | Remainingin | Absorbed in 

















Water (c.c.) 20.0 |20.0 | 22.8 15.6 |—2.8 4.4 —7.2 

Sodium chloride 0.050; 0.079 | 0.070; —0.079|—0.020/ —0.059 
Grape-sugar 0.400 | 0.400 0.259 | 0.199 0.141 0.201! —0).060 
Amino acid 0.200 | 0.200; 0.127} 0.070; 0.073) O. 130! —0.056 
Fatty acids 0.100! 0.100! 0.087! 0.062! 0.013! 0.038! —0.025 





In the present experiments 0.05 to 0.1 grm. of sodium fluoride was 
added to 20 c.c. of the test solution. As seen in Table I, in the control 





(4) Heidenhain, Le. 
(5) Reid, Oppenheimer'’s Handb. d. Biochem., 1909, 3, T. 2, 221. 
(6) Cohnheinm, Zeitschr. f. Biol., 1899, 37, 443. 
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loop, water, grape-sugar, amino acid and fatty acids decreased, and 
sodium chloride increased to more than the amount introduced. In 
the fluoride loop grape-sugar, amino acid and fatty acids decreased, 
water and sodium chloride increased to more than the amount intro- 
duced. The residual amount of every constituent in the test loop was 
more than that in the normal. 

Therefore, sodium fluoride inhibits the absorption of grape-sugar, 
amino acid and fatty acids. The excess of water and sodium chloride 
in the test loop indicates the promotion of transfusion. But whether 
the inhibition of their absorption tends to cause this result, or not, 
can not be answered here. 

(2) Potassium Cyanide. 0.0005 to 0.002 grm. of potassium cy- 
anide was added to the test solution. As seen in Table II, in both loops 
every constituent diminished to less than the amount introduced. 
The residual amount of every constituent in the test loop was more 
than in the control. Hence, potassium cyanide inhibits the absorption 
of all these substances, when administered in such concentration. 


TaB_e II. 


Potassium Cyanide. 
Experiment 8. 24, VI, 1921. 























Amount (grm.) Difference in 
Substances | Introduced into | Remaining in Absorbed in oe 
Test loop| Control|Test loop| Control|Test loop|Control| two loops 
Water (c.c.) 20.0 20.0 16.0 14.0 4.0 6.0 —2.0 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.046 | 0.030; 0.004 | 0.020 —0.016 
Grape-sugar 0.400 | 0.400) 0.243 | 0.225) 0.157 | 0.175 —0.018 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.085 | 0.071; 0.115 | 0.129 —0.014 
Fatty acids 0.050 ' 0.050' 0.035 ' 0.035: 0.015 ' 0.015 0 


II. Skin irritants. 


(1) Carbonic Acid. According to Hirsch,” the absorption of 
water in the stomach is promoted by carbonic acid. With regard to 
the absorption of other substances, though it is of much interest, there 
is no report. I have observed its influence on intestinal absorption 
by my usual procedure. But soap was omitted from the test solution, 
for the fatty acids are precipitated by saturating the solution with gas. 

The test solution was saturated with the gas before introducing 
it into the gut. As seen in Table III, in the test loop both water and 





(7) Hirsch, Zentralbl. f. klin. Med., 1893, 14, 601. 
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solubles diminished greatly in their absolute amount, whereas the con- 
centration of solubles remained almost unchanged. The residual 
amount of every constituent in the test loop was much less than that 
in the control, and the differences in the amount of each constituent 
in both loops were proportional to the difference in the amount of 
water remaining in bothloops. Thus, carbonic acid, when administered 
to the intestinal canal, promotes the absorption of water, sodium 


Taste III. 


Carbonic Acid. 
Experiment 15. 3, VII, 1921. 





Amount (grm.) | Difference in 
absorption 
between the 
Test loop} Control/Test loop| Control|/Testloop|Control] two loops 





Substances Introduced into | Remaining in Absorbed in 











Water (c.c.) 20.0 20.0 12.2 18.8 7.8 1.2 6.6 

Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.028 | 0.035] 0.022 | 0.015 0.007 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.244 | 0.353) 0.156 | 0.047 0.109 
Amino acid 0.200 | 0.200! 0.101 } 0.150! 0.089 | 0.050 0.039 


chloride, grape-sugar and amino acid. And in spite of the great de- 
crease of the absolute amount of every constituent, their concentration 
differs very little from that in the solution introduced. Consequently 
they seem to pass through the intestinal wall with the same velocity 
as water. ; 

(2) Alcohol. Tappeiner® recorded that alcohol promotes 
the absorption of chloral hydrate and of strychnine in the stomach, 
and Brand1l, in agreement with him, saw that the absorption 
of sugar, peptone and sodium iodide is also accelerated. Contrary to 
him, R y an’ observed no accelerating influence of alcohol upon the 
absorption of strychnine in the stomach, and Brequet™ was not 
able to find any benefiting action of alcohol on the gastric absorption of 
strychnine, sodium salycilate and potassium iodide. Further, ac- 
cording to Tschekouno w™ the same was true with sugar, iodine 
and sodium chloride. Hence there seems no doubt that the absorption 
of various substances in the stomach is not promoted by alcohol. 
But acceleration of the intestinal absorption by alcohol was detected 





(8) Tappeiner, Zeitschr. f. Biol., 1880, 16, 497. 

(9) Brandl, Zeitschr. f. Biol., 1892, 29, 277. 
(10) Ryan, Journ. of Pharm. and Exp. Therap., 1912-1913, 4, 43, 
(11) Brequet, Zentribl. f. Bioch. u. Bioph., 1912, 14, 601. 
(12) Tschckounow, C. R. Soc. Biol., 1914, 77, 118. 
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by Farnsteiner™ and Scanzoni,™ pupils of Tappeiner, 
in the case of peptone and sugar, respectively. And it is not likely 
that the action of alcohol on absorption in the intestine differs from that 


in the stomach. 
TaBLe IV. 

















Alcohol. 
Experiment 17. 5, VII, 1921. 
Amount (grm.) Difference in 
Substances Introduced into | Remaining in Absorbed in| Se 
Testloop| Control/Test loop|Control/Testloop|Control] two loops 
Water ( c.c.) 20.0 20.0 21.0 16.0 —1.0 4.0 —§.0 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050; 0.096 | 0.067| —0.046/—0.017| —0.029 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.231 | 0.198 0.169 | 0.202} —0.033 
Amino acid 0.200 | 0.200}; 0.100} 0.075} 0.100) 0.125) —0.025 
Fatty acids 0.100 ' 0.100' 0.076 ' 0.070' 0.024' 0.030! —0.006 


In the present investigations alcohol was put into the test solution 
in various concentrations from 0.5 up to 10%. In the test loop, the 
amount of water and sodium chloride remaining varied in accordance 
with the administered concentration of alcohol. In the cases of lesser 
concentration, their amount decreased to less than that introduced, 
but in greater concentration they exceeded it, as is seen in Table IV. 
Grape-sugar, amino acid and fatty acids diminished constantly. The 
residual amount of every constituent in the test loop was more than 
in the normal, and the difference seemed to increase in proportion to 
the concentration of aleohol. Alcohol, therefore, does not promote 
intestinal absorption. On the contrary, it inhibits the absorption of 
various substances in the intestine. The earlier reports that alcohol 
accelerates absorption in the stomach as well as in the intestine do not 
seem-to be correct at any rate. 

(3) Saponin. 0.02 grm. of saponin (Merck) was added to the 
test solution. As seen in Table V, the residual water was less than 
that introduced, for the most part, but sometimes exceeded it. Sodium 
chloride was greater invariably. All the other constituents were 
diminished. The residual amount of every constituent, except grape- 
sugar, in the test loop was more than that in the control. The grape- 
sugar diminished more in the test loop. When 0.1 grm. of saponin was 
added to the test solution, the residual water exceeded the amount in- 





(13) Farnsteiner, Zeitschr. f. Biol., 1896, 33, 475. 
(14) Seanzoni, Zeitschr. f. Biol., 1896, 33, 462. 
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troduced, and in such cases the residual amount of amino acid in the 
test loop became almost equal to or sometimes less than that in the 
control, while other constituents remained in the same relation as before. 
Hence, saponin in a smaller quantity promotes the absorption of grape- 
sugar and inhibits that of the other substances. In a larger quantity 
it accelerates the absorption of amino acid as well as sugar, whereas it 
reduces that of the other substances. 


TABLE V. 


Saponin. 
Experiment 23. 13, VII, 1921. 























Amount (grm.) Difference in 
: aa pee . . absorption 
Substances Introduced into as in Absorbed in pabeaen the 
Test loop} Control/Test loop] Control/Test loop} Control] two loops 
Water(c.c.) 20.0 20.0 18.4 11.4 1.6 8.6 —7.0 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.092 | 0.034) —0.042/ 0.016 —0.058 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.195 | 0.225| 0.205) 0.175 0.030 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.084 | 0.062; 0.116| 0.138 —0.022 
Fatty acids 0.050 | 0.050| 0.033 | 0.021) 0.017} 0.029 —0.012 





(4) Cantharidin. 0.01 grm. of cantharidin was added to the test 
solution. As seen in Table VI, the residual water was less than the 
amount introduced for the most part. Sodium chloride always ex- 
ceeded it. All the other constituents diminished. With every con- 
stituent the amount of water, sodium chloride and fatty acids was 
more than in the control. That of grape-sugar and amino acid was 


TasBie VI. 


Cantharidin. 
Experiment 28. 29, VII, 1921. 




















Amount (grm.) Difference in 
Substances | Introduced into Remaining in Absorbed in saw ‘the 
Test loop] Control|/Test loop| Control|Test loop| Control} two loops 
Water(c.c.) 20.0 20.0 19.0 |16.0 1.0 4.0 —3.0 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.095 | 0.043 | —0.045| 0.007 —0 .052 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.200} 0.254} 0.200) 0.146 0.054 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.076 | 0.084 0.124) 0.116 0.008 
Fatty acids 0.050 | 0.050! 0.028 | 0.023 0.022 | 0.027 —0.005 


less than in the normal, the former very much less and the latter only 
a little. The results resemble those obtained with a larger quantity 
of saponin, that is, cantharidin promotes the absorption of grape- 
sugar and amino acid and inhibits that of the other substances. 
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Ill. Pungent substances. 


Pungent substances are used as stomatics and it may be of interest 
to examine their influence upon intestinal absorption. Many sub- 
stances of this class are used in practice in the crude preparations. 
Pungent substances, isolated in chemically pure form are but few, and 
so far as I am aware, there are only zingerone and a few others. The 
action of zingerone was examined as representing a pungent substance 
in pure form, before investigating mustard oil. 

(1) Zingerone. Zingerone is the pungent principle of ginger, and 
is 4-hydroxy-3-methoxyphenylethylmethyl ketone (Nomura™). 0.01 
to 0.02 grm. of zingerone was dissolved in alcohol and added to the test 
solution. As seen in Table VII, the residual amount of water and sodi- 
um chloride was sometimes more and sometimes less than that intro- 
duced. All the other constituents diminished. The residual amount 


Tasie VII. 








Zingerone. 
Experiment 40. 10, LX, 1921. 
Amount (grm.) | Difference in 
| absorption 


Substances | Introduced into | Remaining in | Absorbed in | between the 


two loops 





Control 





Test loop} Control|Test loop} Control!Test loop 


Water (c.c.) 20.0 20.0 22.2 18.0 —2.2 2.0 —4.2 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.077 | 0.052| —0.027|—0.002) —0.025 














Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.239 | 0.239) 0.161/ 0.161) 0 
Amino acid 0.200 | 0.200; 0.143 | 0.115} 0.057] 0.085) —0.027 
Fatty acids 0.100 ' 0.100! 0.058! 0.050 0.042' 0.050' —0.008 


of every constituent except grape-sugar in the test loop was more than 
in the control. The amount of grape-sugar in the test loop was some- 
times more and sometimes less than that in the control. Yet the dif- 
ference was very small. Therefore zingerone elicits no certain effect 
on the absorption of grape-sugar but inhibits the absorption of amino 
acid and fatty acids. 

(2) Mustard Oil. Brandl® observed that this substance pro- 
motes the absorption of sugar, peptone and sodium chloride in the 
stomach, and Scanzoni!” also detected the same with peptone in 
the intestine, as did Farnsteiner™® with sugar. 





(15) Nomura, Transact. of Chem. Soc., 1917, 111, 769. 
(16) Brand], Le. 

(17) Secanzoni, Le. 

(18) Farnsteiner, le. 
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Mustard oil was administered in the present researches in a very 
minute quantity, as 1/20 to 1/40 of a drop in alcoholic solution., The 
results were the same as with zingerone, that is, it exhibits no certain 
effect on the absorption of grape-sugar, but inhibits that of amino acid 
and fatty acids, as is seen in Table VIII. 

Taste VIII. 


Mustard Oil. 
Experiment 36. 5, IX, 1921. 





Amount (grm.) | Difference in 
absorption 
between the 


Control/Test loop} Control] two loops 








Substances Introduced into Remaining in Absorbed in 
gz 





Test loop| Control|Test loop 








Water (c.c.) 20.0 20.0 24.0 23.0 —-4.0 |—3.0 —1.0 

Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.104 | 0.090! —0.054|—0.040) —0.014 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.268 | 0.280; 0.132] 0.120) 0.012 
Amino acid 0.200 | 0.200; 0.164 0.146 0.036; 0.0545 —0.018 
Fatty acids 0.100! 0.100! 0.091 ' 0.084 0.009! 0.0165 —0.007 


The reports of Brand! and others that mustard oil promotes 
the absorption of peptone and grape-sugar are not creditable un- 
conditionally, for they did not perform the control simultaneously 
with the actual experiment. 


IV. Bitters. 


Many substances which belong to this group are chiefly used to 
stimulate the appetite. About their influence upon intestinal absorp- 
tion there are some reports, but their results differ widely. This is 
probably due to the fact that different classes of bitters are employed 
by different authors. Therefore various classes of drugs have been 
examined thoroughly here. 

(1) Absinthin. According to Jodlbauer,™ this substance 
hastens the absorption of grape-sugar when administered in a small 
quantity, while in larger quantities on the contrary, it inhibits absorp- 
tion. There are no reports of its influence on the absorption of other 
substances. 

0.02 grm. of absinthin was dissolved in alcohol and added to the 
test solution. The residual water was decreased or increased com- 
pared with the amount introduced. Sodium chloride always exceeded 
it; all the other constituents were diminished. The remaining amount 





(19) Jodl bauer, Arch. internat. de Pharmachodyn. et de Therap., 1903, 
10, 201. 
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of water, sodium chloride, amino acid and fatty acids in the test loop 
was larger than that in the control, while that of grape-sugar in the 
former was smaller than that in the latter, as seen in Table IX. Con- 
sequently absinthin promotes the absorption of grape-sugar as J od |l- 
bauerreported, but it inhibits the absorption of the other substances. 


TasBie IX. 


























Absinthin. 
Experiment 65. 7, X, 1921. 
Amount (grm.) Difference in 
Substances | [Introduced into | Remaining in Absorbed in ——— oa 
Test loop} Control|/Test loop Control Test loop! Control} two loops 
Water (c.c.) 20.0 20.0 17.0 15.0 3.0 5.0 —2.0 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.063 | 0.043 | —0.013)| 0.007 —0.020 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.265 | 0.279 0.135 | 0.121 0.014 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.115 | 0.097 0.085 | 0.103 —0.018 
Fatty acids 0.050 | 0.050} 0.028 | 0.029 0.022 | 0.021 —0.001 





(2) Columbin. 0.02 grm. of columbin was put into the test solu- 
tion. The result was the same as with absinthin, e.g. it increases the 
absorption of grape-sugar and inhibits that of the other substances. 

(3) Extractum Gentianae Scabrae. Extractum gentianae scabrae 
(P. J. III) contains substances which reduce the cupric salts in alkaline 
solution, and therefore it is not suited to testing the absorption of sugar 
unless the reducing substances are removed. In order to remove these 
substances from the bitter principles, the extract was agitated with 
acetic ether. The acetic ether part was then washed with a little 
water. A small quantity of the residue, after evaporating acetic ether, 


TABLE X. 
Extractum Gentianae Scabrae. 


Experiment 82. 22, XI, 1921. 

















, Amount (grm.) Difference in 
Substances | Introduced into {| Remaining in | Absorbed in absorption 
between the 
Test loop} Control|Test loop| Control/Test loop} Control] two loops 
Water (c.c.) 20.0 20.0 16.7 18.8 3.3 1.2 2.1 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.051 | 0.058} —0.001 |—0.008 0.007 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.238 | 0.272; 0.162} 0.128 0.034 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.097 | 0.110} 0.103] 0.090 0.013 
Fatty acids 0.100 | 0.100| 0.054 | 0.052! 0.046] 0.048} —0.002 


was dissolved in the test solution, until it tasted slightly bitter. As 
seen in Table X, the amount of every constituent in the residual fluid 
was smaller than that introduced, except sodium chloride which ex- 
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ceeded the quantity introduced. The amount of water, sodium chlo- 
ride, grape-sugar and amino acid was smaller than that in the control. 
Only the amount of fatty acids in the former exceeded or was nearly 
equal to that in the control. The bitter principles of extractum 
gentianae scabrae promote, therefore, the absorption of grape-sugar 
and amino acid. But they produce no definite influence on the ab- 
sorption of fatty acids. The large decrease of water and sodium 
chloride in the test loop, when compared with the control, must be 
due to the acceleration of absorption. 

(4) Strychnine Nitrate. 0.001 to 0.002 grm. of strychnine nitrate 
was added to the test solution. No marked effect was observed. So, 
we conclude that this substance, even when administered in a con- 
centration tasting decidedly bitter, has no influence upon the absorp- 
tion of various substances. 

(5) Brucine. 0.004 to 0.0016 grm. of brucine was added to the 
test solution. No marked influence was observed. 

(6) Quinine. According to Cohnheim®, quinine seems to 
inhibit the absorption of fluid in the intestine. On the contrary, 
Jodlbauer®” observed an acceleration of the absorption of sugar 
with this substance. 








TasLe XI. 
Quinine. 
Experiment 73. 17, X, 1921. ° 
Amount (grm.) | Difference in 
Substances | Introduced into | Remaining in Absorbed in a 





Test loop| Control|Test loop|Control|Test loop| Control] two loops 

















Water (c.c.) 20.0 20.0 | 17.8 14.4 2.2 5.6 —3.4 

Sodium chloride} 0.050 | 0.050; 0.032 | 0.044] 0.018 | 0.006 0.012 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.249 | 0.211} 0.151 | 0.189 —0 .038 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.101 | 0.066} 0.099 | 0.134 —0.035 
Fatty acids 0.100 |} 0.100! 0.069 | 0.053! 0.031 | 0.047 —0.016 


0.002 to 0.02 grm. of quinine hydrochloride was added to the test 
solution. The residual amount of every constituent was smaller than 
that introduced. The residual amount of every constituent, except 
sodium chloride, in the test loop was larger than that in the normal. 
The amount of sodium chloride in the former is usually smaller than 
that in the latter, as seen in Table XI. Quinine therefore inhibits 
the absorption of grape-sugar, amino acid and fatty acids. Quinine 





(20) Cohnheim, Le. 21) Jodlbauer, Le. 
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diminishes the activity of all kinds of cells. Its action of inhibiting 
absorption may be explained by this fact. 

But when administered in a small quantity, it promotes the ac- 
tivity of cells, as a rule. In our experiment, a very small quantity 
was applied also, yet no significant promotion could be observed. 

It is singular that Jod1lbauer observed the promotion of the 
absorption, notwithstanding the fact that he applied the drug in larger 
concentration. 

(7) Orexin. Scanzoni* reported that orexin promotes the 
absorption of sugar, while Farnsteiner™ observed no effect on 


the absorption of peptone. 
TasLe XII. 




















Orexin. 
Experiment 58. 30, LX, 1921. 
Amount (grm.) | Difference in 
Substances rT “ee : absorption 
y S| Introduced into | Remaining in Absorbed in__| between the 
Test loop| Control/Test loop|Control|Test loop| Control) _ two loops 
Water (c.c.) 20.0 |20.0 | 22.6 |18.4 |-2.6 16 | —4.2 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.088 | 0.074}—0.038 |—0.024; —0.015 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.289 | 0.268; 0.111 0.132} —0.021 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.150 | 0.103} 0.050 | 0.097) —0.047 
Fatty acids 0.100 | 0.100} 0.097! 0.088| 0.003 0.012; —0.009 


0.02 grm. of orexin in alkaline solution was added to the test solu- 
tion. As seen in Table XII, the residual amount of water and sodium 
chloride in the test loop is sometimes larger and sometimes smaller 
than that introduced. All the other constituents diminished. The 
residual amount of every constituent in the test loop was larger than 
that in the control without exception. So, orexin inhibits the ab- 
sorption of grape-sugar, amino acid and fatty acids. 

The foregoing results permit us to conclude that: 

Simple bittess generally promote the absorption of grape-sugar, 
and extractum gentianae scabrae accelerates the absorption of water, 
sodium chloride and amino acid also. 

The alkaloid bitters behave quite differently from simple bitters. 
Strychnine and brucine have no influence upon intestinal absorption, 
and quinine inhibits the absorption of various substances. 

Orexin also inhibits the absorption of various substanees, and in 
this respect it differs from the simple bitters. 





22) Scanzoni, Lc. (23) Farnsteiner, Le. 
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V. Alkaloids. 


(1) Atropine. Reid*™ observed that atropine inhibits the ab- 
sorption of peptone and water in the intestine. This, according to him, 
is due to the change in the character of the intestinal wall, affecting its 
permeability. But the influence of atropine on the absorption of 
other substances is entirely unknown. 

0.02 grm. of atropine was put into the test solution. As seen in 
Table XIII the residual amount of sodium chloride only exceeded that 
introduced. All the other substances diminished. The residual 


TasiLe XIII. 








Atropine. 
Experiment 89. 3, XII, 1921. 
Amount (grm.) Difference in 
Substances | Introduced into | Remaining in Absorbed in absorption 
between the 





Test loop|Control Testloop|Cont rol|Testloop|Control| two loops 








Water (c.c.) 20.0 20.0 17.2 16.0 2.8 4.0 —1.2 

Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.055 | 0.054) —0.005|—0.004 —0.001 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.259 | 0.249) 0.141] 0.151 —0.010 
Amino acid 0.200 | 0.200}; 0.115} 0.102} 0.085| 0.098 —0.013 
Fatty acids 0.100 | 0.100! 0.087! 0.086! 0.013! 0.0141 —0.001 


amount of amino acid in the test loop was always much larger than that 
in the control. In most cases the same was true of the other sub- 
stances. But the differences of absorption were so small that they could 
not be compared with that of amino acid. From these results it seems 
clear that atropine inhibits the absorption of amino acid and other 
substances. But it is not yet certain, whether or not this substance 
has a direct action upon the absorption of all these substances. In 
order to know that, the following experiments were carried out. 


TaBLe XIV. 
Absorption of Amino Acid with Atropine. 


























Water (c.c.) Glycocoll (grm.) 
Atro- Amount Amount Amount Amount 
pine |_ introduced remaining introduced remaining 
(grm.) | Atro- Atro- Dif- | Atro- Atro- | Dif- 
pine |Control] pine | Control! fer- | pine | Control] pine | Control] fer- 
loop oop ence | loop loop | ence 
0.01 | 11.0} 11.0 6.4 | 4.4 |—2.0/0.200/ 0.200 |0.093 | 0.058 | 0.035 
0.01 | 11.0] 11.0 | 10.0; 4.0 7 0.300 | 0.300 |0.219| 0.072 |—0.147 
0.02 | 20.0! 20.0 '10.6/) 9.0 .6' 0.360! 0.360 10.202! 0.153 |—0.049 

















(24) Reid, Journ. of Physiol., 1896, 20, 298. 
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Atropine was added to the solution, which contains 1% amino 
acid only, and introduced into the gut as usual. The control loop 
was filled with the solution of amino acid but without atropine. The 
residual amount of amino acid in the test loop was invariably more 
than in the control, as is seen in Table XIV, and the difference extends 
up to 200 % in the most marked case. The remaining water in the 
test loop is in most cases, though not invariably, more than in the 
control. Therefore we are able to conclude that atropine arrests 
the absorption of water and amino acid in the intestine by its specific 
action. 


TABLE XV. 
Absorption of Grape-Sugar with Atropine. 


























Water (c.c.) Grape-sugar (grm.) 
Ste. Amount Amount Amount Amount 
pine | introduced remaining introduced remaining 
(grm.) | Atro- Atro- Dif- | Atro- Atro- Dif- 
pine | Control | pine | Control] fer- | pine |Contro!] pine | Control| fer- 
loop loop ence | loop loop ence 
0.01 | 11.0] 11.0 4.2 4.4 | 0.2 |0.400} 0.400 | 0.118) 0.126 |0.008 
0.01 11.0; 11.0 7.2 7.2 1 O |0.400| 0.400 | 0.235) 0.235 0 
0.02 | 20.0 20.0 8.0 8.0 0 |0.400| 0.400 | 0.242; 0.250 |0.008 











The drug was next administered with a solution which contained 
2 % grape-sugar. The residual amount of water and sugar in both the 
loops is nearly equal, as seen in Table XV. Accordingly atropine has 
no direct effect on the intestinal absorption of water and sugar. 

The drug arrests the absorption of various substances when ad- 
ministered with the compound solution, as was seen in former experi- 
ments. These substances probably arrested the absorption indirectly 
as the result of inhibition on the absorption of amino acid. 

Atropine paralyzes selectively the termination of the parasym- 
pathetic nerve fibres, and it is of much interest that this substance 
inhibits the absorption of amino acid, as our experiment shows. This 
paralyzing action may presumably have a bearing upon intestinal 
absorption. 

(2) Pilocarpine. As atropine has a specific action on intestinal 
absorption, it is quite natural to expect that pilocarpine has some in- 
fluence on absorption. 

0.02 grm. of pilocarpine was added to the test solution, but no 
marked influence was observed, contrary to our expectation. This 
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might perhaps be due to the minute quantity of the drug administered. 
But larger quantities caused great dyspnea and a disturbance in the 
circulation, so that the pure action on absorption could not be observed. 

(3) Adrenaline. 0.1 c.c. to 0.3 ¢.c. of 1% adrenaline hydro- 
chloride was put into the test solution. No definite influences were 
seen. 

As adrenaline constricts the blood-vessels, it may cause a slowing 
of the circulation of the loop and may inhibit the absorption of various 
substances, as has been shown by Reid.?® That we were not able 
to certify it is probably due to the fact that the vasoconstricting action 
of adrenaline is only transitory. 

(4) Cocaine. 0.05 grm. of cocaine hydrochloride was added to the 
test solution. The residual amount of every constituent, except 
sodium chloride, was smaller than that introduced. The residual 
amount of every constituent in the test loop is larger than that in the 
control, and the differences were marked with grape-sugar and amino 
acid, but not with fatty acids, as seen in Table XVI. Thus, cocaine 
inhibits the absorption of grape-sugar, amino acid and fatty acids. 
Whether these results are due to the specific action of cocaine, or to its 


TaBL_eE XVI. 























- Cocaine. 
Experiment 105. 25, I, 1922. 
Amount (grm.) | Difference in 
Substances | Introduced into | Remaining in Absorbed in heer sage 
Test loop| Control|Test loop| Control/Test loop! Control two loops 
Water (c.c.) 20.0 20.0 18.6 18.4 1.4 1.6 —0.2 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050| 0.062 | 0.062 | —0.012 |—0.012 0 
Grape-sugar 0.400 | 0.400; 0.300 | 0.285) 0.100; 0.115 —0.015 
Amino acid 0.200 | 0.200} 0.145 | 0.108 0.055} 0.092 —0 .037 
Fatty acids 0.050 | 0.050) 0.026 | 0.026 0.024} 0.024 0 


vasoconstricting action may be questioned. As we were able to ob- 
serve no definite effect of alypine on intestinal absorption this action 
of cocaine may be reasonably referred to the constriction of blood- 
vessels. 

(5) Caffeine. 0.02 grm. of caffeine was added to the test solution. 
As seen in Table XVII, the residual amount of every constituent 





(25) Reid, Le. 
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except sodium chloride was smaller than that introduced. The 
residual amount of every constituent, except grape-sugar in the test 
loop was larger than that in the control. Only that of grape-sugar in 
the former was smaller than in the latter. Caffeine, therefore, pro- 
motes the absorption of grape-sugar and inhibits the absorption of 
amino acid and fatty acids. 


TasLe XVII. 




















Caffeine. 
Experiment 127. 18, II, 1922. 
Amount (grm.) Difference in 
Substances Introduced into | Remaining in Absorbed in Rae caen ge 
-|Test loop|Control/Testloop|Control/Testloop|Control| two loops 
Water (c.c.) 20.0 20.0 18.6 18.2 1.4 1.8 —0.4 
Sodium chloride} 0.050 | 0.050} 0.059 | 0.057} —0.009|—0.007; —0.002 
Grape-sugar 0.400 | 0.400} 0.215 | 0.265; 0.185] 0.135 0.050 
Amino acid 0.200 | 0.200; 0.115 | 0.098} 0.085} 0.102} —0.017 
Fatty acids | 0.100 | 0.100! 0.073! 0.069! 0.027! 0.031) —0.004 


Theophylline and theobromine have an influence upon intestinal 
absorption analogous to that of caffeine. 


SUMMARY. 


Some drugs influence the intestinal absorption of various sub- 
stances. 

The effect differs with the kind of drug, i.e. 

(1) Sodium fluoride, potassium cyanide, alcohol, zingerone, orexin, 
atropine and cocaine inhibit the absorption of water, sodium chloride, 
grape-sugar, amino acid and fatty acids. 

Among these the action of atropine is peculiar, i.e. the inhibiting 
action upon substances other than amino acid is not proper to atropine, 
but is only the consequence of its inhibition of amino acid. 

(2) Carbonic acid gas and extractum gentianae scabrae promote 
the absorption of all these substances. 

(3) Saponin, cantharidin, mustard oil, absinthin, columbin and 
caffeine, when smaller quantities of them are employed, promote the 
absorption of grape-sugar and inhibit the absorption of the other 
substances. If larger quantities are employed, they seem to promote 
the absorption of amino acid also. 
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Effect of Asphyxia upon the Rate of Liberation of 
Epinephrine from the Suprarenal Glands.* 


By 
SAKUJI KODAMA. 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Satake, Tohoku 
Imperial University, Sendai.) 





Many papers claiming to show the accelerating influence of as- 
phyxia upon epinephrine output from the suprarenal glands have been 
issued. Few of them, however, can be looked upon as giving any 
conclusive evidence, for the reactions employed in those researches 
have been by no means specific. 

For example, in the recent paper of Hartman and his co- 
workers,” who are convinced that the completely denervated pupil 
can be used to indicate increased epinephrine discharge, data contrary 
to their conclusions can be found. 

Those who do not, on the one hand, attribute any important effect 
to variations in the blood flow in the iris, such as are caused by clamping 
the ipsolateral carotid or both carotids, which are probably, according 
to them, much greater than the effect produced: passively by pressure 
variations upon the completely denervated pupil, would explain, on 
the other hand, the pupil reaction in cats, deprived of both the supra- 
renals, when excited by a barking dog, as the effect of a very small 
temperature change through a variation in the blood supply to the iris, 
caused by an increase in general blood pressure during the excitement. 
They observed also, as did Kellaway and Stewart and 
Rogoff, a dilatation of the denervated pupil in suprarenalectomized 
cats by ether and would explain it as due to the direct action of the 
narcotic upon the iris itself. They also found two factors dilating the 
denervated pupil other than epinephrine. So, according to their 
findings, the denervated pupil should not be taken as a specific reaction 








* This paper was read before the Department of Internal Medicine of the General 
Japanese Medical Meeting in Kyoto, April, 1922. 
(1) F. A. Hartman, H. A. Me Cordock and M. M. Loder, Am. J. 
Physiol., 1923, 64, 1 
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for epinephrine. Moreover, etherization inhibits the spontaneous 
epinephrine output in normal as well as de-afferented animals provided 
with the “cava pocket.” 

Disputing this theory of the accelerating action of asphyxia upon 
epinephrine output are Stewart and Rogoff. The procedure 
by which the Cleveland physiologists were unable to find any in- 
fluence of asphyxia as well as of sensory stimulation upon epinephrine 
discharge, is really the “‘cava pocket’”’ method. 

Nevertheless, adapting their method, we are now able, as briefly 
stated in the first paper, to find an unmistakable increase of epinephrine 
output in asphyxia also. The details will be presented in this paper. 

But before presenting our own, let us review the foregoing re- 
searches. 

Cannon and Hoskins® found that asphyxia causes an 
increase of epinephrine concentration in the cava blood of cats, by 
means of their catheter method (employing the rabbit intestine segment 
for assay of epinephrine). They found also an inhibition of the in- 
testinal contraction by the blood of a deeply asphyxiated cat, previously 
deprived of the suprarenals. Their conclusion was that asphyxia 
results in increased secretion of the suprarenal glands. Stewart 
and Rogoff were unable to confirm an increased epinephrine con- 
centration in the cava blood by adapting the catheter method itself.” 

Gley and Quinquaud observed also an increase of vaso- 
constricting power of the suprarenal vein blood in the dog during 
asphyxia.” 

By using the denervated limb (and also kidney), Anrep con- 
cluded that asphyxia causes an increased secretion of epinephrine.” 
The vessel constriction of the intact or denervated fore limb, caused 
by carbon dioxide, which does not occur when the upper dorsal cord is 
excised or when the dorsal cord is cut across, as observed by I t a mi, 
was interpreted, in the light of A n re p’s work, as due to an increased 





(2) Sakuji K o da ma, Tohoku J. Exp. Med., 19(23)-24, 4, No. 6; J. Biophysics, 
1924, 1, No. 2. 
(3) W. B. Cannon and R. G. Hoskins, Am. J. Physiol., 1911 (-12), 29, 


274, 


(4) G.N.Stewartand J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1917, 26, 649 (J. 
Pharm. Exp. Ther., 1917 (-18), 10, 71). 

(5) E. Gley and Alf. Quinquaud, C. R. Soc. Biol., (1917), 80, 15. 

(6) G. v. Anrep, J. Physiol., 1912 (-13), 45, 318. 
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epinephrine discharge by the gas.” In relation to the denervated 
limb reaction by asphyxia, Pear] man and Vincent were unable 
to verify Anrep’sstatement. They failed to obtain tracings showing 
any significant difference in the behavior of a denervated limb during 
asphyxia in an animal with suprarenals suppressed as compared with 
the normal.” . 

We are very sorry that we erroneously cited the works of Anrep and of 
Pearlmanand Vincent in the first paper of this series of experiments.» The 
statements about their works on p. 172 and “the secondary rise of the blood pres- 
sure” in Anrep, “the blood pressure” in Pearlman and Vincent, and 
“secondary” inGley and Quinquaud on p. 181, and the statement relating to 
them are withdrawn. In the beginning of p. 172, the experiments of the French 
physiologists only should be referred to. 

Czubalski observed that double suprarenalectomy abolishes 
the blood pressure rise from asphyxia.'® Contrary to him, Gley 
and Quinquaud detected no modification of the blood pressure rise 
in asphyxia in dogs after abolishing suprarenal secretion by removing 
the glands, tying the lumbo-suprarenal veins, or even after double 
splanchnectomy.'” 

Anrep saw some rise of blood pressure in asphyxia in an animal deprived of 
suprarenals, though less than in the normal animal.” According to Cannon 
the constriction of the denervated splanchnic area in asphyxia was abolished after 
double suprarenalectomy, and in the bilaterally splanchnectomized cat asphyxia of a 
considerably longer period was needed for the reaction.” Recently Tournade 
and Chabrol! detected an increasé of epinephrine secretion in asphyxia, with the 
blood pressure in a crossed circulation (suprarenal vein blood into the jugular) as an 
indicator.’ 

In the suprarenalectomized cat, Elliott saw no effect of light 
asphyxia on the paradoxical eye reaction, while deep asphyxia till 
death caused a dilatation of the pupil in the terminal spasms.’ The 
experimental results of Kellaway'® were nearly the same as 
Elliott’s. Severe anoxaemia can produce paradoxical eye re- 





(7) S. Itami, J. Physiol., 1912 (-13), 45, 338. 
(8) I. Pearlman and S. Vincent, Endocrinology, 1919, 3, 130. 
(9) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923 (-24), 4, 172 & 181. 
(10) Fr. Czubalski, Ztrbl. Physiol., 1913, 27, 580. 
(11) E.Gley and Alf.Quinquaud,C. R. Soe. Biol., 1917, 80, 15; J. Physiol. 
Path. gén., 19(17)-18, 17, 807; Arch. internat. Physiol., 1921, 18, 22. 
(12) G. v. Anrep, J. Physiol. 1912 (-13), 45, 321. 
(13) W. B. Cannon, Science, 1917, 45, 463. 
(14) T. Tournade and M. Chabrol, C. R. Soe. Biol., 1923, 88, 180. 
(15) T. R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 401 f. 
(16) C. H. Kellaway, ibid., 1919, 63, 225 ff. 
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action even.in the cat deprived of the suprarenals, though it is slight 
and easily destroyed. And he concluded: “Its characters are quite 
compatible with the view that it, too, may be due to adrenaline set 
free from extra-suprarenal chromaffin tissue. But even if it be not so, 
it cannot play any part in the paradox as ordinarily evoked by re- 
latively mild anoxaemia”’ (p. 232). 

Similar experiments (besides ganglion cerv. sup., ganglion ciliare 
was extirpated in cats) to those cited above were undertaken by 
Hartman and his co-workers!” with the same results. They 
attribute the small pupil dilatation in asphyxia which occurred in 
four out of ten suprarenalectomized cats as due to passive dilatation 
in the iris circulation and a consequent increase in the temperature 
or to some substance produced outside of the suprarenals. 

They are of the opinion that it is the excitement rather than asphyxia which 
produces the paradoxical pupil reaction, for in their asphyxia experiments there was 
no epinephrine increase when the animal did not become excited. Bang also 
attributed to “ psychische Erregung”’ the actual cause of hyperglycaemia produced by 
asphyxia, ‘‘ Fesselung,”’ diuretine and other conditions. 

Denervated heart was also frequently employed in work along these 
lines. Gasser and Meek observed a great increase of the rate 
of the denervated heart in the dog in asphyxia of 30 seconds, while an 
asphyxia of 90 seconds accelerated the beats after ligation of suprarenal 
veins, though only slightly. They would attribute this small accelera- 
tion to temperature change and considered the réle played by this 
factor as relatively small. Cannon observed a noteworthy in- 
crease in the denervated heart rate in asphyxiation, which disappears 
after suprarenalectomy.2” But, when asphyxia was prolonged, an 
indication of suprarenal secretion was obtained from the denervated 
gland. Prolonged asphyxia, according to him, may have a direct 
stimulating action on the suprarenal medulla, and perhaps on other 
chromaffine tissue as well. In his experiments, asphyxia caused no 
acceleration in one suprarenalectomized cat, in one out of two cats, the 





(17) F. A. Hartman, H. A. MeCordock and M. M. Loder, Am. J. 
Physiol., 1923, 64, 13 ff; F. A. Hart man and W. E. Hart man, ibid., 1923, 65, 
630 ff. ’ 

(18) I. Bang and Th. Stenstrém, Biochem. Ztschr., 1913, 60, 437; I. 
Bang, HoppeSeyler’s Ztschr., 1913, 88, 44; Biochem. Ztschr., 1914, 58, 236 

(19) H. 8. Gasser and W. J. Meek, Am. J. Physiol., 1914, 34, 62 f. 

20) W. B. Cannon, Science, 1917, 45, 464 (Am. J. Physiol., 1919 (-20), 50, 
410). 
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suprarenal veins of which were tied off, and in two out of four bilater- 
ally splanchnectomized. In the remaining cats asphyxia evoked ac- 
celeration of rate of the denervated heart.?” 

In the experiments of the Cleveland physiologists,” the ac- 
celeration of the denervated heart induced by asphyxia could be 
obtained and was not diminished in amount after the prevention of the 
epinephrine output, as by the removal of both the suprarenals, ligation 
of the suprarenal veins or complete isolation of the suprarenals from 
the circulation. Hence, they do not assume the acceleration of the 
denervated heart in asphyxia to be an index of increased epinephrine 
output from the suprarenals, contrary to the Boston physiologist. 

Following experiments by Rapport on sensory stimulation, 
Cannon and a co-worker attempted to asphyxiate an animal, the 
heart of which was denervated, and the hepatic nerves were cut and 
venous tributaries to the inferior cava and to the adrenals completely 
tied off. Closure of the tracheal cannula increased the heart rate 
markedly, whereas when the cava was clamped the asphyxial effect 
on the heart rate did not appear.” 

Previous to this report, Cannon and Smith published a paper in which 
nervous control of the thyroid secretion was mentioned.*” Thyroid massage as well 
as stimulation of the cervical sympathetic trunk accelerates the rate of the denervated 
heart in cats. By sensory stimulation as well as by asphyxia, there was a primary 
increase of rate of the denervated heart due to suprarenal (and hepatic ?) secretion, 
followed by the slowly developing increase characteristic of the thyroid effect. 

Recently, Searles investigated the effect of asphyxia on rate 
of the denervated heart in dogs.*® In order to check inflow of supra- 
renal blood into the general circulation, the lumbo-suprarenal veins 
or vena cava inferior cephalad to the entrance of the r. lumbo-supra- 
renal vein were ligated. In the majority (two-thirds) of cases the 
asphyxial effect was not to be detected when the inflow of suprarenal 
blood was interfered with, but in five non-fasting dogs acceleration 
was found, though not great. In the latter cases he referred to the 
liver substance of Cannon. 





(21) W. B. Cannon, Am. J. Physiol., 1919 (-20), 60, 410 ff. 

(22) G.N.Stewartand J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1920, 62, 521 and 
337 ff. 

(23) W. B. Cannonand R. Carrasco-Formiguera, Am. J. Physiol., 
1922, 61, 226. 

(24) W. B. Cannon and P. E. Smith, Am. J. Physiol., 1922, 60, 476. 

(25) J. Searles, Am. J. Physiol., 1923, 66, 408. 
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In the very beginning of their extensive researches on epinephrine 
output, Stewart and Rogoff studied the effect of asphyxia 
in one cat. Only negative results were yielded. In the experiment, 
the “cava pocket” blood was auto-assayed, viz. by means of the 
paiadoxical eye reaction and the blood pressure changes by blood per- 
mitted to pass into the general circulation after release of the upper 
opening of the pocket.2” Soon afterward they re-examined this problem 
in cats and dogs, determining the “cava pocket” blood by means of 
rabbit intestine and uterus segments.?” In two experiments anaes- 
thesia was used (urethane for the cat and ether for the dog). In the 
remaining four experiments, in order to avoid influence of anaesthesia 
they attempted to render the animal insensitive either by destruction 
of the cerebral cortex with some of the underlying centrum ovale or 
by increase of intracranial pressure. Those procedures only were done 
under ether. In one dog the intracranial pressure, which had been 
artificially raised, was lowered as soon as the animal became insensitive. 
All the results were negative. 

Subsequently they added another example of asphyxia in which 
the epinephrine output was not accelerated by asphyxia, though the 
concentration of epinephrine in the “cava pocket”’ sample increased.” 

Lamson” observed absence of polycythaemia after asphyxia, etc., in animals 
in which the suprarenals had been removed, and from this finding he put forward 
a theory that all of the main physiological and pathological conditions, which might 
call for an increase in the oxygen content of the blood, stimulate the suprarenal glands 
and cause an increased output of epinephrine. But he stated that the theory that 
epinephrine secreted from the suprarenals is the sole agent by which the red blood 
cell count may be increased in the body is discredited when one learns that removal 
of the suprarenais produces after 6-24 hours an increase of as much as one hundred 
per cent in the number of red cells. The latter fact was stated originally by the 
earlier investigators. This restriction was repeatedly stated.*” 

Injecting blood taken by heart puncture from the asphyxiated rabbit into the 
normal one, Y amakami induced hyperglycaemia in the latter.» He would 
assume as the most acceptable hypothesis that epinephrine is responsible for the oc- 
currence of hyperglycaemia. 





(26) G. N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Pharm. Exp. Ther., 1916, 8, 
517. 

(27) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Pharm. Exp. Ther., 1917 (-18), 
10, 49. 

(28) G.N.Stewartand J.M. Rogoff, J. Pharm. Exp. Ther., 1919, 13, 97. 

(29) P. Lamson, J. Pharm. Exp. Ther., 1915, 7, 169. 

(30) P. Lamson, J. Pharm. Exp. Ther., 1921, 17, 496. 

(31) K. Yamakami, Am. J. Physiol., 1919, 50, 177. 
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According to C rile and his co-operators® the temperature of the brain of the 
rabbit increases after injection of adrenaline as well as from asphyxia. This effect 
of asphyxia is not manifest in the suprarenalectomized animal. Thus, the view that 
asphyxia evokes an increased epinephrine output is also seconded by them. 

That the epinephrine content of the suprarenal gland is reduced by asphyxia has 
been reported more than once.*? 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


Cats and dogs in good nutritive condition were used. The cat 
was first narcotized by ether and then fixed on the table; in the case of 
the dog, it was first fastened on the table and then etherized. The 
animal was then tracheotomized and ether was given by means of a 
W oulff’s flask. The “cava pocket”’ was performed in the manner 
described in the previous paper.** Asphyxia was produced by clipping 
the rubber tube between the tracheal cannula and the Woulf f’s 
flask. The time interval of the clipping was varied, according to the 
rate of blood flow from the cava pocket, from 30 to 120 seconds. To 
avoid the risk of asphyxial death, the clip was released every thirty 
seconds regularly to continue the asphyxia. 

Blood samples for the sugar estimation were drawn from the carotid in the case 
of the cat and from the ear vein in the case of the dog. 

All the other manipulations and procedures are given in full in 
the previous papers.*®» 

The effect of asphyxia on the rate of epinephrine output was tested 
also in animals in which purely sensory stimulation was proved, as 
shown in the first paper (Cats 28 and 30 and Dog I in Table I, and 
Cats 24, 25 and 26 in Table II). The augmenting effect of asphyxia 
was distinct in every case, as mentioned on p. 207 of that paper. 

Experimental results in 11 cats and 6 dogs will be reported here. 

In Experiments I, II and III (two cats and one dog), an acceler- 
ating effect of asphyxia upon the rate of epinephrine output from supra- 
renals is clearly seen. In these experiments asphyxia was produced 
once under ether narcosis and once without it. In the remaining cats 








(32) G. W. Crile, A. F. Rowland and 8S. W. Wallace, Am. J. Physiol., 
1923, 65, 612. 

(33) E. Starkenstein, Ztschr. exp. Path. u. Ther., 1912, 10, 78; R. H. 
Kahn, Pfliiger’s Arch., 1912, 146, 591; W.C. Borberg, Skand. Arch. Physiol., 
1913, 28, 124-126. 

(34) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923 (—24), 4, 185. 

(35) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923 (-24), 4, 183; 19(23-24), 
4, No. 6. 








54 


15, I11, 1922. 


S. Kodama 


EXPERIMENT I. 


Cat 7.9. 3.66 kgrm. 







































































| 2 x 
2 8 ro) S) 
3 | § 3 i3 E 
£ 3 at & _ 
,| 8] . 1 e 3 
= = % ae es = 
3 B) z = | =6 eE2 
a ~ co) a 3° na cs 
2 | e| 8 | 38 | 38 £3 
= 2/a|/a8/8 2 es 
(°C.) | (°C.) | (%) 
9.45 A.M 17.0 | 38.9 | 0.10 30 190 
9.55 Etherized. Fastened. Put can- 
nula in trachea and r. carotid, 
then gave ether with a 
W oulf f’s flask. 
10.10 18.0 | 38.2 | 0.22 54 226 
10.15-10.40 Cava pocket completed. A. 
coel. and a. mesent. sup. also 
tied. 
10.42 18.0 | 38.3 | 0.25 80 214 
10.45 Ether discontinued. 
10.55 Cava pocket specimens I-VII. 
11.00 19.0 | 38.3 | 0.25 35 
11.02 Etherized. 
11.10 Cava pocket specimens VIII- 
XIV. 
11.18 0.23 Final bleeding from aorta. 
Epinephrine output: 
Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
No. of a ad Dura-| Quantity Qu Output per min. 
— blood tion of|__Per min. _— 
pocket 91000 | Quan- eolics tity in 
specimen from | tity them “| for per 1 c.c. for per 
c.p. anl- | kgrm. animal kgrm. 
(sec.) | mal 
II light | 2.7 50 3.24 | 0.88 | 0.00090 | 0.00292 | 0.00079 
III dark | 2.1 40 3.15 | 0.86 ; 0.00110 | 0.00347 | 0.00095 
IV - 2.6 60 2.60 | 0.71 | 0.00350 | 0.00910 | 0.00249 
V * 1.5 30 3.00 | 0.82 | 0.00110 | 0.00330 | 0.00090 
VI light | 2.3 40 3.45 | 0.94 | 0.00110 | 0.00380 | 0.00103 
VII a 2.9 60 2.90 | 0.79 | 0.00110 | 0.00319 | 0.00087 
Cannula cleaned. 
IX light | 2.2 5 2.2 0.60 | 0.00110 | 0.00242 | 0.00066 
x ag 2.1 " 2.1 0.57 | 0.00300 | 0.00630 | 0.00171 
XI dark | 1.8 6 1.8 0.49 | 0.00400 | 0.00720 | 0.00196 
XII “ 1.9 90 1.27 | 0.35 | 0.00250 | 0.00317 | 0.00087 
XIII light 1.7 " 1.13 | 0.31 | 0.00350 | 0.00396 | 0.00108 
XIV 2.0 | 150 0.80 | 0.22 | 0.00500 | 0.00400 | 0.00110 
III-IV, X-XI: asphyxia. 
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Fig. 1. 


At 12 adrenaline blood which contained 0.00100 mgrm. adrenaline in 


1 c.c. of undiluted blood, at 13 the III c.p. specimen, and at 14 the IV c.p. specimen 


replaced. 





Fig. 2. 
¢.p. specimen replaced. 


At 17 the IV c.p. specimen, at 18 the V c.p. specimen and at 19 the VI 





Fig. 3. 


Epinephrine content of suprarenals: 


At 23 the IX c.p. specimen, at 24 the X c.p. specimen, and at 26 the XI 
c.p. specimen replaced. 








+ 2 . | 
Suprarenal rom or aes Epinephrine 
Suprarenal weight Epinephrine wer aan al content 
Suprarenal weight per kgrm. of content acd. exe per kgrm. of 
body weight : weight. body weight 
(grm.) (grm.) (mgrm.) (mgrm.) | (mgrm.) 
l. 0.192 0.052 0.170 0.89 0.046 
r. 0.216 0.059 0.176 0.81 0.048 
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EXPERIMENT II. 
22, III, 1922. Cat 8. 9. 2.55 kgrm. 
3 é 
ele 2 3 S 
o 3 r 2 
5 £ - = = 
b n 3 = 
e| =| 8| #2 | 22] 
s/s = | s8@ | 38} && 
= a=) ts 
z s|e]s]s8 /}38 | 83 
= s S mA pS a i fs 
o a 4 a _ a — 
(°C.) | (°C.) | (%) 
9.33 a.m 14.0 | 38.0 | 0.12 32 230 
9.50 Etherized. Fastened. Put can- 
nulas in trachea and r. caro- 
tid. Then gave ether with a 
W oul f f’s flask. 
10.05 15.0 | 37.0 | 0.23 44 260 
10.27 Cava pocket completed. A. 
coel. and a. mesent. sup. also 
tied. 
10.35 16.0 | 37.0 | 0.36 40 200 {Corneal reflex—, muscle tone +. 
10.50 Cava pocket spec imens I-IX. 
Ether discontinued. 
11.05 Cava pocket specimens X-XVI. 
11.17 0.57 Final bleeding from aorta. 
Epinephrine output: 
Blood flow (c.c.) | Epinephrine output (mgrm.) 
7 Col 
No. of ad Dura-| Quantity | Output per min. 
cava | bined jtion of} permin. | Quan- 
pocket Sona | Quan-| collec-| for titv in 
specimen ep. | tity | tion | ani per 1 ex , for : oer 
“Pp. | - Ik nima <grm. 
= ie (sec.) | mal | wm g 
il light | 2.5 | 30 | 5.0 | 1.96 | 0.00040 | 0.00200 | 0.00078 
I i, | 22 | |aa [1:7 
IV ix a. = 3.6 1.41 | 0.00200 | 0.00720 | 0.00282 
V dark | to; * 3 1.49 0.00250 | 0.00950 | 0.00373 
VI ra 2.1 40 | 3.15 1.24 | 0.00240 | 0.00756 | 0.00297 
VII + i Se 50 | 2.4 0.94 0.00250 | 0.00600 | 0.00235 
VIII ; “ | 1.9 | “ | 2.28 | 0.90 | 0.00150 | 0.00343 | 0.00135 
IX *“ 11.3 | 40 ) 1.95 | 0.76) 0.00180 ' 0.00351 ' 0.00136 
| Cannula cleaned. 
XI | light | 1.8 90 |; 1.20 | 0.47 | 0.00300 | 0.00360 | 0.00141 
XII | 1.5 60 | 1.50 | 0.59 | 0.00600 | 0.00900 | 0.00354 
XIII dark | 2.0 7 | Eee 0.67 | 0.00700 | 0.01197 | 0.00469 
XIV , = 0.8 90 | 0.53 | 0.21 | O 00700 | 0.00371 | 0.00147 
XV 43 0.9 120 0.45 | 0.18 | 0.00800 | 0.00360 | 0.00144 
XVI : 0.7 0.35 | 0.14 | 0.00500 | 0.00175 | 0.00070 
IV-V, XII-XIII: asphyxia. 
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Fig. 4. At 5 the II c.p. specimen, at 6 adrenaline blood which contained 0.00024 
mgrm. adrenaline in 1 c.c. of undiluted blood, and at 7 the IV c.p. specimen replaced. 





Fig. 5. At 9 the V c.p. specimen, at 11 the VI c.p. specimen, and at 12 the VII 
c.p. specimen replaced. 





Fig. 6. At 18 the XI c.p. specimen, at 19 adrenaline blood which contained 
0.00300 mgrm. adrenaline in 1 c.c of undiluted blood, and at 20 the XII c.p. specimen 
replaced. 


Epinephrine content of suprarenals: 





| | ft 7 . 7. ae : 

| Suprarenal : —— | Epinephrine 

| Suprarenal weight Epinephrine | per grm. of | content — 
Suprarenal | weight per kgrm. of content suprarenal | per kgrm. of 


body weight 


| body weight weight 





(grm.) (grm.) (mgrm.) (mgrm.) | (mgrm.) 
= l. 4 0.227 } 0.089 0.274 20 0.108 
e. 0.227 0 089 0.263 1.16 0.103 
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EXPERIMENT III. 
16, I, 1922. Dog 6. 9. 5.4 kgrm. 
a n 
2 P) 5 3 4 
S| 3 3 4 & 
ze r a x - 
2 2 t = 4. $ 
= = Fy D 2a = 
= = i | a 2, 
s/s | 2 | 38 | 38 & 
E 5123/3 | 38 | 32 23 
A 3 5 = hr 3 _ 
m foe) joa) x ow} = 
°C.) | °C.) | (%) | 
10.00 a.m. | 12.0! 39.1/0.10| 30 | 144 | 
10.08 [Fastened. Etherized. Put can- 
nula in trachea, then gave 
ether with a Woulff’s 
flask. 
10.18 13.0 | 38.7 | 0.12 74 164 
10.54 Cava pocket completed. A.coel. 
and a. mesent. sup. also tied. 
10.55 15.0 | 38.7 | 0.28 64 160 
11.10 Cava pocket specimens I-X. 
Ether discontinued. 
11.25 16.0 | 38.2 | 0.28 50 164 
11.30 Cava pocket specimens XI-XVI. 
11.35 | 0.27 } |Final bleeding from aorta. 
Epinephrine output: 
Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
No. of o—_ | Dura-| Quantity | Output per min. 
cava ble 4 |tion of|__Per min. Quan- | : 
pocket hacen Quan-|collec-| for tity in 
specimen ; tity | tion | ani- per 1 cc. for | per 
-p. mal | kgerm. animal kgrm. 
(sec.) | | 
II light | 3.8 30 7.6 | 1.41 | 0.00094 | 0.00714 | 0.00132 
III dark | 3.2 sss 6.4 | 1.19 | 0.00138 | 0.00880 | 0.00164 
IV per 2.8 3 5.6 | 1.04 | 0.00258 | 0.01445 | 0.00268 
V = 2.2 ~ 4.4 | 0.81 | 0.00388 | 0.01707 | 0.00316 
VI ™ 2.1 6 4.2 0.78 | 0.00300 | 0.01260 | 0.00234 
VII light | 2.1 cs 4.2 0.78 | 0.00258 | 0.01084 | 0.00202 
VIII 4 2.3 = 4.6 0.85 | 0.00129 | 0.00594 | 0.00110 
IX 2g 2.8 " 5.6 1.04 | 0.00112 | 0.00627 | 0.00116 
X 3.2 ~ oe 1.18 | 0.00086 | 0.00551 | 0.00102 
Cannula cleaned. 
XIl light | 3.0 60 3.0 | 0.56 | 0.00240 | 0.00720 | 0.00134 
XIII = 2.2 2H 2.2 0.41 | 0.00386 | 0.00850 | 0.00157 
XIV dark | 1.5 30 3.0 0.56 | 0.00258 | 0.00774 | 0.00143 
XV light | 2.9 60 2.9 0.54 | 0.00172 | 0.00499 | 0.00093 
XVI ™ 3.0 " 3.0 0.56 | 0.00172 | 0.00516 | 0.00096 


IlI-IV, XIII: asphyxia. 




















At VI artificial respiration started. 
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Fig. 7. At 14 adrenaline blood which contained 0.00138 mgrm. adrenaline in 
1 c.c. of undiluted blood, at 15 the III c.p. specimen, at 16 adrenaline blood which 
contained 0.00220 mgrm. adrenaline in 1 c.c. of undiluted blood, and at 17 the IV c.p. 
specimen replaced. 





Fig. 8. At 38 adrenaline blood which contained 0.00258 mgrm. adrenaline in 
1 c.c. of undiluted blood, at 39 the XII ¢.p. specimen, at 40 adrenaline blood which 
contained 0.00172 mgrm. adrenaline in 1 c.c. of undiluted blood, and at 41 the XIII c.p. 
specimen replaced. 





Fig. 9. At 46 adrenaline blood which contained 0.00172 mgrm. adrenaline in 
1 c.c. of undiluted blood, at 47 adrenaline blood which contained 0.00300 mgrm. 
adrenaline in 1 c.c. of undiluted blood, at 48 the XIV c.p. specimen, and at 49 the 
XVI c.p. specimen replaced. 


Epinephrine content of suprarenals: 

















Suprarenal Epinephrine | Epinephrine 
weight : content content 
a Suprarenal a kgrm. of | Epinephrine | per grm. of | per kgrm. of 
P weight ody weight content suprarenal | body weight 
weight 
(grm.) | (grm.) (mgrm.) (mgrm.) (mgrm.) 
1. 0.26 | 0.048 | 0.278 1.07 0.051 
r. 0.27 0.050 0.250 0.93 0.046 
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EXPERIMENT IV. 
9, I, 1920. Dog 5. 9. 5.6 kgrm. 
= 2 
z 2 a = ‘ $ — 
= = & Fa = as S 4 
£|5|2 |] se | se LE: 
2 |€|/2)/2 1] sk] sk z3 
— |s |e /a/e@ 2 s 
| °C.) | (°C.) | (%) 
9.50 4.m. | 9.0] 38.6|0.12) 22 | 108 
10.00 Fastened. Etherized. Put can- 
nula in trachea, then gave 
ether with a Woulff’s 
flask. 
10.15 11.0 | 37.0 | 0.12 120 200 
11.00 Cava pocket completed. A. 
mesent. sup. also tied. 
11.03 | 13.0 0.19 60 118 
11.15 Cava pocket specimens I-VIII. 
Ether discontinued. 
11.25 14.0 | 34.5 | 0.31 60 174 
11.30 Cava pocket specimens I[X- 
XVI. 
11.34 0.34 |Final bleeding from aorta. 
Epinephrine output: 
Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
No. of —_ Dura-| Quantity Output per min. 
cava blood | Quan- tion of} per min. Quan- 
pocket «| collec-| l tity in 
bt from | tity . | for ty d for er 
specimen : tion | ani per | 1 ex : I 
c.p. an kgrm animal kgrm. 
| fee.) |_mat_) “SPY | 
II | dark 4.7 | 30 | 9.4 | 1.68 | 0.00052 | 0.00489 | 0.00087 
III , 3.6 = | 32 1.28 | 0.00074 | 0.00533 | 0.00095 
IV ~ |. aoa 25 | 5.52 | 0.99 | 0.00086 | 0.00475 | 0.00085 
V “, | 22 | 35 | 3.77 | 0.67 | 0.00095 | 0.00358 | 0.00064 
VI | light | 3.4 30 6.8 1.21 | 0.00052 | 0.00354 | 0.00063 
VII - | a = 9.0 1.61 | 0.00034 | 0.00306 | 0.00055 
VIII m. 2 ae ' 10.6 | 1.89 | 0.00017 | 0.00180 | 0.00032 
| Cs annul: 1 cleaned. 
X light | 3.6 | 30 7.2 { 1.29 | 0.00057 | 0.00411 | 0.00074 
XI 7 < mks 7.2 | 1.29 | 0.00069 | 0.00497 0.00089 
XII aoe SF 6.2 | 1.11 | 0.00060 | 0.00372 | 0.00067 
XIII dark | 2.3 ™ 4.6 | 0.82 | 0.00090 | 0.00414 | 0.00074 
XIV | light | 3.1 = 6.2 1.11 | 0.00072 | 0.00447 0.00080 
XV ; Je 2.7 : 5.4 | 0.96 | 0.00072 | 0.00389 | 0.00069 
XVI 2.7 5.4 | 0.96 | 0.00052 | 0.00281 | 0.00050 


III-IV, xI- XII: Br xia. 


Artificial respiration started. 


At the end of IV respiratory movement stopped. 
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Fig. 10. 


At 7 adrenaline blood which contained 0.00052 mgrm. adrenaline in 


1 c.c. of undiluted blood, at 8 the II ¢.p. specimen, and at 9 the III ¢.p. specimen 


replaced. 





Fig. 11. 
VI c.p. specimen replaced. 


At 15 the IV c.p. specimen, at 16 the V c. 


p. specimen, and at 17 the 





Fig. 12. At 27 adrenaline blood which contained 0.00012 mgrm. adrenaline in 
1 c.c. of undiluted blood, at 28 the VIII c.p. specimen, and at 29 the X c.p. specimen 


replaced. 


Epinephrine content of suprarenals: 














: | | Epinephrine Epinephrine 
Suprarenal content pene mec 
"ree Suprarenal weight Epinephrine | per grm. of basg 
Suprarenal weight per kgrm. of content suprarenal oho he 
| body weight weight 7 8 
| 
(grm.) (grm.) | (mgrm.) (mgrm.) (mgrm.) 
l. 0.504 0.090 | 0.77 1.52 0.137 
r. 0.562 0.100 0.71 1.26 0.127 
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and two dogs the whole experiment was performed under ether anaes- 
thesia, as the tables show. 

Experiment IV is an example in which the accelerating influence of 
asphyxia was not clearly demonstrable. 

All the experimental results are summarized in Tables I (cats) and 
II (dogs). 

In every animal asphyxia was produced two or three times. 

In Cat 4 acceleration of epinephrine output by asphyxia is doubtful. 
As an increase after discontinuing asphyxia can be looked upon as its 
after-effect, according to a general rule which will be mentioned below, 
the result in this case is not exceptional. However, such an explana- 
tion is too arbitrary. 

In all the animals except this cat, asphyxia caused an acceleration 
of epinephrine output, once at least. Degree of the acceleration varied 
to some extent. 


The so-called spontaneous liberation of epinephrine, viz., the rate of epinephrine 
output in the very beginning of each experiment, was in cats 0.00100-0.00497 mgrm., 
on an average 0.00213 mgrm. for animal per minute, and 0.00038-0.00132 mgrm., 
on an average 0.00085 mgrm. per kilo of body weight per minute, and in dogs 0.00276- 
0.01340 mgrm., on an average 0.00655 mgrm. for animal per minute, and 0.00049- 
0.00191 mgrm., on an average 0.00117 mgrm. per kilo per minute. 

These values for dogs closely agree with those in the (normal) dogs in the sensory 
stimulation experiments,*® 0.00100 mgrm. per kilo per minute (17 dogs: 0.00024- 
0.00326 mgrm.) and those in the normal dogs of Table II in the ether experiments, 
0.00120 mgrm. per kilo per minute (5 dogs: 0.00064-0.00193 mgrm.). The values 
for the cats were higher, more or less, than those in the first paper. The latter were 
0.00023-0.00096 mgrm., on an average 0.00060 mgrm. per kilo per minute in cats 
which were anaesthetized by ether. 

In each animal, the highest value throughout the experiment was that during 
asphyxiation. In Dog 6 the value immediately after discontinuing asphyxia was the 
highest. The average of the highest values per minute in the 10 cats (except No. 4) 
was 0.00576 mgrm. (0.00163-0.01197 mgrm.) for animal and 0.00216 mgrm. (0.00080- 
0.00469 mgrm.) per kilo of body weight, and in the dogs 0.0176 mgrm. (0.00504-0.0516 
mgrm.), 0.00324 mgtm. (0.00088-0.00738 mgrm.). 

As a matter of fact, I do not venture to measure the degree of acceleration of 
epinephrine output due to asphyxiation by comparing the numbers of both the series. 

In the sensory experiments, 5 cats out of 22 and 5 dogs out of 18 normal animals 
showed no or little increase of epinephrine discharge by sensory stimulation, while the 
de-afferented dogs gave positive results without exception. Asphyxia experiments have 
yielded somewhat more distinct results in comparison with the sensory experiments 
on normal animals. But, it may be advisable to refrain from making such a com- 
parison, since technical experience may account for this slight difference in the results, 
as the sensory researches were done previous to the asphyxia experiments. 





(36) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 19(23-)24, 4, Nos. 4 & 5. 
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TABLE I. 


Effect of asphyxia upon epinephrine output in cats. 
























































| N A Col Blood flow (c.c.) Epinephrine output 
| v0.0 Olc 
‘ | cava ~ agp Quantity (mgrm.) 
No. of x0cket! b tion of} per min. . 
cat oom — Quan-|collec- for Quan- Output per min. 
men | c.p. tity | tion | ani- |, Pet | tityin| for per 
(sec.) | mal |*8*™+| 1 ¢.c. | animal | kgrm. 
Lo. | I 7.1| 60 | 7.1 1.890.00070|0 .00497/0.00132 
6. VII. | III 4.8 = 4.8 | 1.28)/0.00070/0.00376/0.00090 
1921. | IV 7.2 7.2 | 1.91/0.00040,0.00288)0 .00076 
Vv 5.4 - 5.4 1. 44/0 .00060)0 .00324/0 .00086 
VI 6.4 ns 6.4 | 1.70/0.00040'0 .00256/0 .00068 
VII 3.1 30 6.2 1. 65/0 .00048/0 .00298 0.00079 
VIII 6.1 60 6.1 | 1.6210.00048'0.00293/0.00078 
Ill, V, VII: asphyxia. 
2. co. II 5.7 30 111.4 | 3.78)0.00010,0 .00114)0 .00038 
2. XI. III 10.1 “ {20.2 | 6.71 0.00026|0 .00527|0.00174 
1921. | IV 4.3 sas 8.6 | 2.85/0.00050/0 .00430/0 .00143 
V 3.6] “ | 7.2 | 2.39/0.00048/0.00346/0.00115 
VI 3.8 “08 7.6 2.52/0.00048/0 .00365/0 00121 
VII 2.9 ' 5.8 | 1.93)0.00048)/0 .00279/0 .00093 
VIII 2.8 - 5.6 | 1.86 0.000480 .00269/0.00089 
III, VI: asphyxia. 
a # II 1.4 1.4 0.76)0 .00130\0 .00182\0 .00092 
4 XI. III 1.3 <4 1.3 0.71/0.00220/0 .00286/0 .00156 
1921. | IV 0.6 | 30 | 1.2 | 0.65/0.00200/0.00240/0 .00130 
| Vv 1.1] 60 | 1.1 | 0.60/0.00200/0.00220/0.00120 
Cannula cleaned. 
VII 1.5 90 1.0 | 0. 55/0 .00450)0 .00450/0 .00247 
VIII 0.7 - 0.47) 0.26/0.01000 0.00470'0 .00260 
IX 4.0} “ | 0.67} 0.377 — | — | — 
X 1.1 ‘ 0.67| 0.37/0.00450/0 .00329 0.00180 
xX 1.6 | 120 | 0.80) 0.44/0.00500/0 .00400/0 .00220 
III, VIII: asphyxia. 
4. 9. II 3.0 90 2.0 | 0.82/0.00050)0 .00100'0 .00041 
14. XI. III 2.4 60 2.4 | 0.99'0.00060)0 .00144/0 .00059 
1921. IV 2.0 - 2.0 | 0.82/0.00090'0.00180/0 .00074 
V 1.4 ” 1.4 | 0.57/0.00090/0 .00126,0.00051 
Cannula cleaned. 
VII 2.4 90 1.60) 0.66)0 .00330/0 .00528/0 .00218 
VIII 1.3} “ | 0.87] 0.36/0.00480/0.00418/0.00173 
IX 1.1 | 120 0.55) 0.23)}0.01200'0 .00660)0 .00276 
xX 1.2 23 0.60) 0.25)0.01050/0 .00630/0 .00260 
XI 0.7! “ | 0.35]0.144 — | — | — 
III, VIII: asphyxia. 
> II 3.0 60 | 3.0 | 1.54/0.00060,0.00180/0.00092 
25. XI. III 2.8 “ | 2.8 | 1.44/0.00200 0.00560/0 .00288 
1921. IV 2.8 sin 2.8 | 1.44:0.00200 0.00560 0.00288 
V 1.6 30 | 3.2 | 1.650.002000.00640/0 .00330 
VI 2.8 60 | 2.8 | 1.44:0.00200,0.00560,0 .00288 
Cannula cleaned. 
f 1.8 60 1.8 | 0.93)0 .00300)/0 .00540)0 .00279 
aaa = | 1.7 | 0.88:0.00600/0 .01020/0 .00528 
X | 1.4| “ | 1.4 | 0.720.0040010.00560(0.00288 
XI 1.4 “| 1.4 | 0.72'0.00400/0 .00560)0 .00288 
CIT 1.4 - 1.4) 0.72 —! — | — 








Ill, IX: asphyxia. 
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No. of | 


cat 


15. III. 
1922. 





2. 9. 
18. X. 
1922. 


10. @. 
20. X. 
1922. 





| No. of} Color 


Blood flow (c.c.) Epinephrine out put 





(mgrm.) 









































Body | cava | of a Quantity 
weight |pocket| blood | Quan-/tion of) per min. 
\(kgrm.) | speci- | from ter collec- | “for | Quan- Output per min 
men | e.p. tion | ani- Xs tity in| for per 
(sec.) mal noes erm.) 1 ¢.c. | animal | kgrm. 
| | aepeienin . 
| | 1.8! 120 | 0.9 | 0.44/0.0013010.0011710.00057 
2.05 | A. coel. and a. mesent. sup. tied. 
1.4 | 120 0. 0 .34/0.00130)0 .00091:0.00044 
V 1.3] “ | 0.65) 0.32/0.0025010.00163/0.00080 
VI 0.8 - 0.40 0.200. 00400)0 .00160)0 .00080 
VII 1.0 | 150 | 0.40! 0.2010.00400/0 00160(0 00080 
V: asphyxia. 
3.66 II | light 2.7 50 3.24] 0.88)/0.00090/0 .00292 0.00079 
III | dark 2.1 40 3.15) 0.86 0 .00110/0 .00347 0.00095 
IV st 2.6 60 2.60) 0.71)0.00350/0 .00910)0 .00249 
Vv “ 1.5 30 3.00) 0.82/0.00110)0 .00330/0 .00090 
VI | light 2.3 40 3.45 0.94/0.001 10/0 .00380)/0 .00103 
VII ” 2.9 60 2.90) 0.79)0.00110/0 .00319)0 .00087 
Cannula cleaned. 
IX | light 2.2 60 2.2 | 0.60)0.00110/0.00242'0 00066 
x + 2.1 - 2.1 | 0.57/0. 00300)0. 00630 0.00171 
XI | dark 1.8 sia 1.8 | 0.49/0.00400/0 007200 .00196 
XII a 1.9 90 1.27} 0.35)0.00250/0 .00317 0.00087 
XIII | light i - 1.13) 0.31/0.00350'0 .00396'0 .00108 
XIV 7" 2.0 | 150 0.80} 0.22/0.00500)0 .00400)/0 .00110 
II-VII: without ether, [IX—XIV: under ether narcosis. III-IV, 
X-XI: asphyxia. 
2.55 II | light 2.5 { 30 | 5.0 | 1.96)0.00040)0.00200\0.00078 
III | 2.2 ss 4.4 | 1.72 —— — 
IV “> 1.8 ” 3.6 | 1.41/0. 0020010. 00720 0.00282 
V | s dark 1.9 a 3.8 | 1.49|0.00250/0.00950 0.00373 
VI sie 2.1 40 3.15) 1.24 0 .00240\0 .00756 0.00297 
Vil = 2.0 50 2.4 | 0.94/0.00250/0 .00600 0.00235 
Vill zi 1.9 ed 2.28) 0.90'0.00150/0 .00343 0.00135 
IX + 1.3 40 1.95) 0.76/0.00180/0 .00351/0 .00136 
Cannula cleaned. 
XI | light 1.8 90 1.20] 0. 47/0. 00300/0 .00360 0.00141 
XII p2 1.5 60 1.50) 0. 59/0. 00600)0 .00900)/0 .00354 
XIII | dark 2.0 70 1.71] 0.67|0.00700/0.01197|0 .00469 
XIV - 0.8 90 0.53) 0.2 1/0. 00700/0 .00371)\0 .00147 
XV ” 0.9 | 120 eo 0. 18/0 .00800/0 .00360/0 .00144 
XVI - 0.7 ™ 0.35) 0. 14/0. 00500)0 .00175j}0 .00070 
II-IX: under ether narcosis, XI-XVI: without ether. IV- 
We ae XIII: asphyxia. 
2.80 light 2.4 30 4.8 | 1.71/0.00070/0 .00336)/0 .00120 
i 2.2 - 4.4 | 1.57|0.00200/0 .00880/0 .00314 
IV " 2.3 o 4.6 | 1.64/0.00150/0.00690'0 .00246 
§ " 1.9 “% 3.8 | 1.36/0.00100)0 .00380'0 .00136 
VI 7 1.1 60 1.1 | 0.39} — —_— j—_— 
Cannula cleaned. 
VIII | light 1.7 { 60 | 1.7 | 0.61/0.00100,0.00170)0 00061 
IX | dark 1.8 ‘a 1.8 | 0.64/0.00150)0 .00270 0.00096 
X 5 1.2 ” 1.2 | 0.43/0.00150)0.00180)0 .00064 
XI - 1.0 | 120 0.5 | 0.18'0.00150/0 000750 .00027 
III-IV, IX: asphyxia. 
3.09 II | dark 3.4 60 3.4 | 1.10}0.00060\0 .00204/0 .00066 
III si 3.3 = 3.3 | 1.07/0.00100,0 .00330/0 .00107 
IV 9 3.0 ny 3.0 | 0.97/0.00100)/0 .00300/0 .00097 
V ° 2.9 ” 2.9 | 0.94/0.00100/0 .00290)0 .00094 
VI - 2.5 ” 2.5 | 0.81/0.00150)/0 .00375/0 .00122 























Cannula cleaned. 
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Bl flow (c.c.) Epinephrine output 
| No. of | Color | = : ' Sagem) i 
No. of Body | cava of | Langer pany ne 
0. Of | weight |pocket| blood ion ol; per min. : 
cat = ) roe from |Qua nD | collec- | “for > ag van nerd ascomons 
men | c¢.p. WY | tion | ani- | per y: | for | per 
(sec.) | mal |kgrm. ‘© | animal | kgrm. 
VIII | dark 2.5 90 1.67 0.54/0.00150/0 0025010 .00081 
| Ix ™ 2.2 ” 1.47| 0.47/0.00300/0.00441/0.00141 
| x “ 1.9 “ 1.27) 0.41/0. 00300)0. 00381/0.00123 
XI - : & | “8 1.13) 0.37/0. 00350/0. 00395)0 .00129 
XII = 1.8 | 120 0.90) 0.29)0. 00400/0. 0036010. 00116 
II, IX: asphyxia 
1l. 9 2.59 II | light 2.5 60 2.5 | 0.96/0. 00050/0. 00125)0 .00048 
23. X. III | dark 2.2 " 2.2 | 0.85/0.00070/0 .00154/0 .00060 
1922. Iv| “ | 2.2] « | 2:2 | 0.850.00100\0.00220\0.00085 
V ” 1.6 ” 1.6 0. 62/0 .00090)0. 00144)0 .00056 
VI %¢ Be - 1.7 | 0.65)0.00090)/0.00153/0 .00059 
Cannula cleaned. 
VIII | light 1.5 90 1.0 | 0.39)0. 00150)/0. 001500. 00058 
IX | dark 1.0 = 0.67) 0. 2a). 00350/0. 002340. 00091 
¥ 3 ~ 1.1 | 180 0.37) 0.14 (0.00450)0. 00166/0 .00063 
XI 1.1 - 0.37) 0.14/0. 0040010. 00148/0 .00056 
' * IYI, IX: asphyxia. 


In the majority of the present investigations, the increase of epi- 
nephrine output due to asphyxiation was manifested during the closure 
of the tracheal cannula. Among the cases where two pocket blood 
samples were collected in succession during asphyxiation, the examples 
indicating a greater increase in the latter half were a little larger in 
number. But, there are also eases in which the effect of asphyxiation 
upon epinephrine output continued for a while.after its discontinuance. 
Dog 6 is an example. 


That the rate of denervated heart increased little or rather decreased during 
asphyxiation, and was considerably accelerated after resumption of respiration, was 
frequently reported.* The same was true also in the suprarenalectomized cat. 
Hartman and his co-workers observed that the denervated pupil dilated by 
asphyxia returned in a few minutes to its initial size, and they were inclined to con- 
clude by a further observation that the epinephrine output remained at a higher 
level for 30 minutes or more following asphyxia.* 

It is too plausible to say that such findings cannot be looked upon as showing 
a long continued after-effect of asphyxia upon epinephrine output, for such a dener- 
vated organ is by no means an unequivocal indicator of epinephrine output. 


The blood flow through the suprarenal veins during asphyxiation 
was increased seldom, and in the majority of cases it was unchanged 
or decreased. 





(37) G. N. Stewart and J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1920, 62, 521. 
(38) cs Hartman, H. A. McCordock and M. M. Loder, Am. J. 
Physiol., 1923, 64, 13-18. 
















































































66 S. Kodama 
Tas_e II. 
Effect of asphyxia upon epinephrine output in dogs. 
| Blood flow (c.c.) Epinephrine output 
. : (mgrm.) 
No. of} Color . — | 
No. of | ae 4 cava | of B amg Quantity }Output per min. | 
dog | Weight |pocket} blood 10N Of) per min. OS ieee eee 
log \(kgrm.)| speci- | from Quan- collec- f — f , 
; . tity | tion © | per | tity in or per 
men | ¢.p. ani- 1 c.c. | animal | kgrm. 
kgrm. & 
(sec.) mal 
Pa ee II dark 5.0| 45 | 6.68! 1.48/0.00100/0 .00668/0 .00148 
9. XII. A. coel. and a. mesent. sup. tied. 
1921. IV 8.1 30 {16.2 | 3.60/0.00045/0.00729)0 .00162 
Vv 7.6 se 15.2 | 3.38/0.00080)0. 01216)0. 00270 
VI Pe - 15.4 | 3.42)0.00030)0. 00462\0. 00103 
| VII 6.7 , 13.4 | 2.980.00030)0. 00402\0. 00089 
VIII 5.9 - 11.8 | 2.62/0.00050/0 .00590/0 .00131 
C annula cleaned. 
2 3.7 30 7.4 | 1.64;0.00050)0 .00370)0 .00082 
| XI 2.8 ” 5.6 1.24/0.00100 10 .00560/0 .00124 
| XII 3.4 : 6.8 | 1.51/0.00100/0.00680/0 .00151 
XIII 3.6| “ | 7.2 | 1.60/0.00090|0.00648|0.00144 
| XIV 3.1 “6 6.2 | 1.38/0.00090)0 .00558)0 .00124 
XV 5.2] 60 §.2 1. 16/0 .00090/0 .00468/0 .00104 
V, XI: asphyxia. 
a ef. | €s II | light | 4.8 | 30 | 9.6 | 2.13/0.00046)/0.00442/0.00098 
12. XII. A. mesent. sup. tied. 
1921. IV | dark 2.6 60 2.6 | O. 58) 0.00400);0 .01040,0 .00232 
Vv ” ‘.@ 30 3.4 0.76)0.00400)0. 013600 .00302 
VI ie 1.8 - 3.6 0.80/0.00400)0. 01440)0 .00320 
Vil - 1.8 60 1.8 | 0.40/0.00400)/0. 00720/0 .00160 
Vil} “ | 3.1] 48 | 3.88] 0.86/0.00250\0.00970)0.00215 
IX = 4.0 42 5.71) 1.27/0.00150/0. 00859/0.00191 
Cannula cleaned. 
XI | light 3.0 30 6.0 ; 1.33)0.00060,0 .00360)0 .00080 
XII ” 3.0 6.0 1.3310. 00060)0. 003600. 00080 
XIII dark 2.1 4.2 0.93/0.00300)0. 01260/0 00279 
XIV 2.9 ? 5.8 1.29/0.00100! 0. 005800 .00129 
XV /light | 2.9| “ | 5.8 1. 29/0.00070/0 .00406)0 .00090 
XVI 3.7} 40 | 5.55] 1.23/0.00070)0. 003891000086 
V-VI, XII- xii: asphyxia. 
3. Q. 5.7 II light 9.2 30 =|18.4 3.23)0.00015/0. 00276,0 .00049 
21. XII III 7.4 = 15.4 | 2.70/0.00020/0.00308)0. 00054 
1921. IV 5 7.2 Bi 14.2 | 2.49)0.00022/0 .00312/0 .00055 lt 
V “4 7.4 ” 14.8 | 2.60/0.00018/0.00266)0 .00047 
, VI sy 7.9 . 15.8 | 2.77|/0.00018/0.00285)0 . 00050 
Cannula cleaned. 
VIII light 3.7 | 30 7.4;1.30 — | —] - 
IX 4.3 ” 8.6 | 1.51/0.00017\0.00146)0 .00026 
x - 4.0 ™ 8.0 | 1.40,0.00030/0 .00240/0 .00042 
XI | dark 3.6 > 7.2 | 1.26/0.00070/0.00504/0 .00088 
xu| “ | 40/ “ |8o0/1.409 — | — | — 
XIII | light 4.3 7 8.6 | 1.51/0.00017|0.00146)0.00026 
XIV ai 3.6 ” | 7.2 | 1.26/0.00017/0.00122'0.00021 
| XV _ 3.1 Vs 6.2 1.09,0.00017/0.00106)0. 00019 
II-VI: under ether nare osis, VIII-XV: without ether. III-IV, 
X-XI: asphyxia. 
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Blood flow (c.c.) Epinephrine out put 
“ (mgrm.) 
No. of| Color : 
No. of | Body | cava | of bg! Quantity Output per min. 
dog |weight |pocket| blood _|tion of|_per min. aor a 
(kgrm.)| speci- | from _ mong for pv inl for per 
men | ¢.p. i == | onl. Bd l c.c. | animal| kgrm. 
(sec.) | mal |*8*™ 
p4. 9. 7.0 II | dark | 14.0 25 = |33.6 | 4.80/0.00040/0 .01344/0 .00192 
23. XII. III “ 7.2 20 |21.6 | 3.09'0.00090/0 .01944/0 .00278 
1921. IV; “ | 9.5] “ [28.5 | 4.08/0.00080/0.02280/0.00326 
V a 4.3 ” 12.9 | 1.84/0.00200/0 .02580/0 .00368 
VI We 1.4 30 2.8 0. 40/0 .00200/0 .00560 0.00080 
VII 4 5.5 60 5.5 | 0.79'0.00400'0.02200)0 .00316 
Cannula cleaned. 
IX| light 7.5 30 |15.0 | 2.14/0.00100)0. 01500)0. 00214 
X!} dark 5.9 “111.8 | 1.69/0.00150)/0. 017700. 00253 
» 4.3 ” 8.6 : 23/0. 00600)0. 05160|0.00738 
> 4.5 #3 9.0/1. 29/0. 00300)0. 0270010. 00387 
XIII; “ 4.7 * 9.4 | 1.34) 0. 0010010. 00940)0. 00134 
aa lC 3.3 6 6.6 | 0.940.00200/0. 01320) 0.00188 
—_— 3.5 - 7.0 | 1.00/0.00240/0 .01680'0.00240 
XVI; “ 3.0} “ | 6.0 |.0.86/0.00400/0.02400\0.00344 
XVII; “ 3.4 = 6.8 | 0. 97/0. 00200)0. 01360)0. 00194 
XVIII) “ 2.7 ei 5.4 | 0.77)0. 00250) 0.01350/0.00193 
II-VIII: under ether narcosis, IX-XVIII: without ether. 
IlI-IV, X-XI, XV: asphyxia. At VI respiration stopped. 
Artificial respiration started. 
5. 9. 5.6 II | dark 4.7 30 9.4 ! 1.68/0.00052/0.00489)/0 .00087 
9. I. III " 3.6 ie 7.2 | 1.28)0. 00074/0. 00533/0. 00095 
1922. IV " 2.3 25 5.52) 0.990. 000860. 00475\0. 00085 
V 7 2.2 35 3.77 0.67)0. 00095)0. 0358/0. 00064 
VI | light 3.4 30 6.8 | 1.2110. 00052/0. 0035410. 00063 
VII vn 4.5 2 9.0 1.610. 00034/0. 003060. 00055 
VIII ~ 5.3 “ 110.6 | 1.89/0.00017/0. 00180)0. 00032 
Cannula cleaned. 
x light 3.6 30 7.2 | 1.29}0.00057|0.00411|0.00074 
XI 3.6 ge 7.2 | 1.29)0. 00069/0. 00497)0. 00089 
XII Le 3.1 6.2 | 1.11/0.00060/0 .00372/0 .00067 
XIII | dark 2.3 ™ 4.6 | 0.82/0.00090/0 .00414'0 .00074 
XIV | light 3.1 2 6.2 1. 11/0.00072/0 00447 0.00080 
XV Rs 2.7 4 5.4 | 0.96)0.00072/0 .00389/0 . 00069 
XVI} « 2.7| “ | 5.4 | 0.96/0.00052|0.00281|0.00050 
II-VIII: under ether narcosis, X-XVI: without ether. III- 
IV, XI-XII: asphyxia. At the end of IV respiratory movement 
stopped. Artificial respiration started. 
S 9. 5.4 II | light 3.8 30 7.6 | 1.41/0.00094'0.00714/0.00132 
16. I. III | dark | 3.2} “ | 6.4] 1.19/0.00138\0.00880/0.00164 
1922. IV 25 2.8 6a 5.6 | 1.04/0.00258/0.01445)0 .00268 
V is 2.2 os 4.4 | 0.81/0.00388)0 .01707\0 .00316 
VI sy 2.1 = 4.2 | 0.78/0.00300/0 .01260/0 .00234 
VIL | light 2.1 - 4.2 | 0.78)0.00258/0.01084/0 .00202 
VIII - 2.3 <4 4.6 | 0.85/0.00129)0 .00594/0 .00110 
IX ™ 2.8 se 5.6 | 1.04/0.00112)0 .00627/0 .00116 
xX sol 3.2 6.4 ; 1.18/0.00086)0 .00551/0 .00102 
Cannula cleaned. 
XII | light 3.0 60 3.0 | 0.56)/0.00240)0 .00720)0 .00134 
XIII ne 2.2 = 2.2 | 0.41/0.00386/0 .00850/0 .00157 
XIV | dark 1.5 30 3.0 | 0.56)/0.00258/0 .00774/0.00143 
XV | light 2.9 60 2.9 | 0.54/0.00172)/0. 00499/0. 00093 
XVI ” 3.0 oo 3.0 | 0.56/0.00172/0.00516 0.00096 


























II-X: under ether narcosis, XII-X V1: without ether. III-IV, 
XIII: asphyxia. At VI artificial respiration started. 
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The epinephrine concentration increased for the most part and 
not infrequently showed a tendency to maintain its height for a long 
time after discontinuing asphyxia. At that time, however, the blood 
flow tended to decrease, so that the epinephrine output usually began 
to decrease immediately after resumption of respiration. 

The color of blood flowing out from the cava pocket became 
darker during asphyxia. As a rule, the blood flowing out towards the 
end of asphyxiation and after its discontinuance was very dark. 
Roughly speaking, the color change of the blood from the suprarenals 
and the epinephrine discharge seem to run parallel. But no definite 
relationship exists between them. Not infrequently a blood sample, 
not dark in color, after starting asphyxiation showed an increased 
epinephrine output on the one hand, while a dark sample after dis- 
continuing asphyxia indicated no acceleration of it, on the other hand. 

Cannon and Hoskins detected inhibition of movement of rabbit intestine 
by the blood taken from the heart of the cat in which the vena cava inferior and the 
abdominal aorta were ligated just under the diaphragm and was extremely asphyxiated 
(five minutes long). They assumed that such a substance comes into the general 
circulation only in extreme asphyxia. 

It seems superfluous to speculate here whether or not such a substance mingles 
in the cava pocket blood during asphyxia. 


The content of epinephrine left in the supra- 
renal glands. 


Following the principal experiment the suprarenal glands were 
excised immediately after the final bleeding from the abdominal aorta. 
Their epinephrine content was estimated. The results are summarized 
in Table ITI. 

A comparison of these data with those of Stewart and 
Rogoff and of Fujii® on normal dogs and those in our 
previous papers,” in which all the animals were provided with the 
“cava pocket”’ with or without anaesthesia, may permit us only to 
speak as follows: The epinephrine content left in the suprarenals of 
the dogs in the asphyxia experiments was much smaller than in the 





(39) W. B. Cannon and R. G. Hoskins, Am. J. Physiol., 1911 (—12), 
29, 274. 

(40) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1916, 24, 716. 

(41) In Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 19(23-)24, 4, Nos. 4 & 5. 

(42) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923 (—24), 4, 234; 19(23—)24, 
4, Nos. 4 & 5 and No. 6. 
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normal dogs, a little smaller than that in the de-afferented dogs in the 
sensory experiments, a little greater than in the normal dogs in the 
sensory experiments as well as in the ether experiments without dis- 


Taste III. 


Epinephrine content of suprarenals of the experimented animals. 














at * 1 ‘ = > a 
2 | #3 § | 82 | 83 | €4. 
‘o> | = Ss | 8s | 8 |e 5 
3 2 B | BS > | Zani ce ifs 
e ° ~~ & 
3 S| 4 afi@d¢ = |fas| ee | #88 
~ . 5} A} S the a SEE] che! sae 
arent s Pa a —— P| Qa & Sp Ouse ] a 
° > Fa Fas ge", g BS. 2] Saw So ¥ 
S 3 = = SE = BRP | BRE | RSs 
A Q R 7) TR <3) e3) <3)  acliaas 
(kgrm.) (grm.) | (grm.) |(mgrm.) |(mgrm.) |(mgrm.) {hr. min. 
Cat 1/| 3.76 1. 0.190 | 0.050 | 0.15 0.79 | 0.040 |, 99 
r. 0.212 | 0.056 | 0.23 1.08 | 0.061 . 
2/ 3.01 1. 0.24 0.080 2 s 
r. 0.24 0.080 | 0.192 | 0.80 | 0.064 ‘ 
3] 1.83 1. 0.165 | 0.090 | 0.155 | 0.94 | 0.085 |) 9 
r. 0.195'| 0.107 | 0.148 | 0.76 | 0.081 
4] 2.43 1. 0.15 0.062 | 0.154 | 1.03 | 0.063 |, 9. 
r. 0.18 0.074 | 0.190 1.06 | 0.078 a 
5| 1.94 1. 0.103 | 0.053 | 0.125 | 1.21 | 0.064 |, 99 
r. 0.106 | 0.055 | 0.125 | 1.18 | 0.064 . 
6 | 2.05 1. 0.170 | 0.083 | 0.192 | 1.13 | 0.094 |, 94 
r. 0.205 | 0.100 | 0.152 | 0.74 | 0.074 
7| 3.66 l. 0.192 | 0.052 | 0.170 | 0.89 | 0.046 |, 9 
r. 0.216 | 0.059 | 0.176 | 0.81 | 0.048 
8 | 2.55 Ll. 0.227 | 0.089 | 0.274 | 1.20 | 0.108 |, 9 
r. 0.227 | 0.089 | 0.263 1.16 | 0.103 ’ 
Mean 2.65 l. 0.180 | 0.070 | 0.174 | 1.03 | 0.071 |, gy 
r. 0.198 | 0.078 | 0.185 | 0.95 | 0.082 
Dog 1] 4.5 l. 0.352 | 0.078 | 0.38 1.08 | 0.084 | os 
r. 0.365 | 0.081 | 0.28 0.77 | 0.062 
2) 4.5 1. 0.300 | 0.067 | 0.33 1.10 | 0.073 |, 9 
r. 0.299 | 0.066 | 0.33 1.10 | 0.073 
3] 5.7 l. 0.543 | 0.095 | 0.90 1.66 | 0.158 |, 99 
r. 0.542 | 0.095 | 0.88 1.62 | 0.154 . 
4/ 7.0 l. 0.62 0.089 | 0.87 1.40 | 0.124], 5 
r. 0.72 0.108 | 0.87 1.21 | 0.124 : 
5| 5.6 lL. 0.504 | 0.090 | 0.77 1.52 | 0.137 |, 39 
r. 0.562 | 0.100 | 0.71 1.26 | 0.127 
6| 5.4 lL. 0.26 0.048 | 0.278 | 1.07 | 0.051 |, 95 
r. 0.27 0.050 | 0.250 | 0.93 | 0.046 ” 
Mean 5.5 l. 0.444 | 0.079 | 0.588 | 1.31 | 0.105 | 1 9 
r. 0.460 | 0.083 | 0.553 | 1.15 | 0.098 


























continuation of etherization, and the same as that of the normal dogs 
in the experiments of etherization with repeated discontinuation. 
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If the standard of the ratio of epinephrine content to the weight of 
the gland is about 1: 1000, following Elliot t,™ the ratio for the 
cats in the present paper is nearly the same as the standard, and far 
greater than that for the cats in the senscry experiment. 

So, in the present investigation, at least we were unable to find 
that asphyxia causes further diminution of epinephrine store in the 
suprarenals under such experimental conditions. 


CONCLUSION. 


That asphyxia accelerates the epinephrine output from the supra- 
renal glands was definitely proved in dogs and cats by experiments 
employing “the cava pocket”? method. 





(43) T. R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 379. 
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Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


IV. Mitteilung. 


Einfluss der Verdunnungsflussigkeiten und Substratmengen auf die 
proteolytische Wirkung des Serums. 


Von 


DR. KUHEI OKUBO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. S. Yamakawa der Kaiserlichen 
Universitat zu Sendai.) 





Bei Untersuchung der Proteolyse durch Serum fiel mir manchmal 
auf, dass die Art der Verdiinngsfliissigkeiten der Fermentwirkung 
nicht gleich ist und besonders der Zusatz von Kochsalzlésung einen 
unverkennbar nachteiligen Einfluss darauf ausiibt. Ferner liefert 
dieselbe Serumprobe je nach der Menge der hinzugefiigten Substrate 
verschieden grosse Mengen Spaltprodukte. Man muss also, um Kons- 
tanz im Proteolysevorgang zu erzielen, die genannten Einfliisse, die 
im folgenden systematisch untersucht werden sollen, voll in Betracht 
ziehen. 

In dieser Untersuchung wurde als Fermentlésung Hundeserum 
benutzt. Was Antiseptika anbetrifft, so wurde 0,4 cem Chloroform 
und 4,0 cem Toluol, wo nichts bemerkt, zusammen fiir jede Probe 
benutzt, weil, wie die folgende Untersuchung zeigt, Toluol imstande 
ist, wenn es mit Chloroform zusammen bewirkt wird, die proteolytische 
Wirkung sowohl unbehandelten als auch behandelten Serums noch 
stirker zu beférdern als Chloroform allein. 


I. Beziehung der Verdiinnungsfliissigkeiten zur Proteolyse durch 
Serum. 


A. 


Zuerst wurde der Einfluss der Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser und physiologischer Kochsalzlésung auf die Proteolyse durch 


unbehandeltes Serum untersucht. 

21 Kolben erhielten 5 ccm genuinen, unbehandelten Hundeserums und 25 ccm 
gekochter Kuhmilch und wurden in 7 Reihen, von denen jede aus 3 Kolben bestand, 
geteilt. Von diesen wurden 3 Reihen mit physiologischer Kochsalzlésung (Nr. 2, 3 
und 4), 3 andere mit destilliertem Wasser (Nr. 5, 6 und 7) verdiinnt, und zwar in 
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Mengen von resp. 30, 60 und 90 ccm. Die noch iibrige eine Reihe erfuhr gar keine 
Verdiinnung (Nr. 1). Die Kolben von simtlichen Reihen wurden mit Chloroform 
versetzt und noch mit Toluol dariiber schichtet und 1, 3 und 5 Tage lang bebriitet. 
Darauf wurde der Kolbeninhalt, wie schon in einer friiheren Mitteilung besprochen 
wurde, mit Hilfe kolloidalen Eisenhydroxydes enteiweisst und der Amino-N-Gehalt 
nach Van Slyke bestimmt. Zur Kontrolle wurde die Amino-N-Menge, die, 
von der Verdauung unabhingig, in Serum und Kuhmilch priiformiert vorhanden war, 
vorliufig bestimmt und von jeder nach der Bebriitung gefundenen Amino-N-Zahl 
der Versuchsreihen in Abzug gebracht. 

Unbehandeltes Hundeserum liefert, wenn es mit physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt wird (Nr. 2, 3 und 4), weitaus weniger Spalt- 
produkte als unverdiinntes (Nr. 1), und zwar je mehr das Serum 
verdiinnt wird, desto weniger Spaltprodukte. Dagegen erweist sich 
das Serum, wenn es mit destilliertem Wasser verdiinnt wird (Nr. 5, 6 
und 7), proteolytisch viel wirksamer als unverdiinntes, und die Aus- 
beute an Amino-N vermehrt sich immer stirker mit der Verdiinnung. 
(Tabelle I.) 

Anstatt Kuhmilch, wie im vorigen Versuch, wurde in diesem wiisserige Nutro- 
selésung als Substrat zur Arbeit benutzt. (Tabelle II.) 

In den Versuchsreihen, bei welchen Hundeserum mit Kochsalz- 
lésung verdiinnt wurde (Nr. 2, 3 und 4), nehmen die Spaltprodukte 
mit steigender Menge der Zusatzfliissigkeit immer mehr ab, wihrend 
bei den Versuchsreihen Nr. 5, 6 und 7, bei denen mit destilliertem 
Wasser gearbeitet wurde, das Umgekehrte der Fall war. Dieselben 
Ergebnisse habe ich auch im vorangehenden Versuche beobachtet. 
Der einzige Unterschied in den Ergebnissen zwischen diesem und dem 
vorangehenden Versuche besteht darin, dass bei diesem die Spaltpro- 
dukte der mit destilliertem Wasser verdiinnten Reihen im Vergleich 
zur unverdiinnten eher etwas kleiner sind. Um sicher zu gehen, dass 
diese Inkongruenz in den Ergebnissen nicht auf einem Versuchsfehler 
beruht, habe ich im folgenden mit denselben Materialien und mit 
destilliertem Wasser allein als Verdiinnungsfliissigkeit noch einen 
Versuch wiederholt angestellt. 

Man sieht auch in diesem Versuche, dass mit destilliertem Wasser 
verdiinntes Serum, wenn Kuhmilch als Substrat gegeben wird (A), 
mit Zunahme der Verdiinnung immer gréssere Mengen Amino-N pro- 
duziert, wihrend es in den Versuchsreihen (B), bei denen eine wisserige 
Nutroselésung als Substrat verwendet wurde, weniger proteolytisch 
wirksam ist als unverdiinnies (B, 1). (Tabelle III.) 

Diese letztere Erscheinung tritt aber nicht mehr auf, wenn man 
an Stelle einer wisserigen, eine salinische Nutroselésung verwendet. 
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76 K. Okubo 


Im folgenden Versuch habe ich eine 4 %-ige Nutroselésung in 0,72 %- 
iger Kochsalzlésung als Substrat verwendet. In einer Kontrollprobe 
(Nr. 5), die gerade der unverdiinnten Probe des vorigen Versuches 
entspricht, wurde aber eine wisserige Nutroselésung gebraucht. 
(Tabelle IV.) 

Man ersieht, dass, wenn man eine salinische Nutroselésung als 
Substrat verwendet, der Verdauungsvorgang betreffs Verdiinnung 
gerade wie bei den Proben mit Milch als Substrat verliuft. Das ist 
begreiflich, denn das Serum wird, wenn es mit einer wisserigen Nutrose- 
lésung versetzt wird, schon insofern in seinem Salzgehalt verdiinnt. 
Dass der Salzgehalt der Proben die Proteolyse durch Serumprotease 
beeinflusst, darauf komme ich in spiteren Versuchen zuriick. 


B. 


Zur Vergleichsuntersuchung habe ich in den zwei folgenden Ver- 
suchen anstatt des Serumfermentes mit Pankreassaft aus 
einem Fistelhund gearbeitet. Die iibrigen Versuchsanordnungen 
gestalteten sich wie bei den vorangehenden Versuchen. (Tabellen V 
u. VI.) 

Man ersieht, dass die Ergebnisse der Versuche mit Pankreas- 
saft sich etwas anders gestalten wie die mit Serumprotease. Man 
findet auch hier, soweit die Versuche reichen, dass mehr verdiinnte 
Proben sich etwas wirksamer erweisen als weniger verdiinnte. Aber 
was die Verdiinnungsfliissigkeiten anbetrifft, so ist es hier fast gleich- 
giiltig, ob es sich dabei um destilliertes Wasser oder physiologicshe 
Kochsalzlésung handelt; Kochsalzlésung” wirkt hierbei sogar etwas 
giinstiger als destilliertes Wasser. Dass Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser die Enzymwirkung beférdert, dagegen die mit physiologischer 
Kochsalzlésung ‘schadlich auf sie wirkt, gilt also fiir Proteolyse durch 
unbehandeltes Serum, nicht aber fiir Pankreasprotease. 

Man kann also bei Proteolyse durch Pankreassaft betreffs der 
Verdiinnungsfliissigkeiten kein Analogon zu der durch unbehandeltes 
Serum finden. Ob dieser Einfluss der Verdiinnungsfliissigkeit auf 
antienzymatische Wirkung oder auf Protease des Serums zuriickzu- 
fiihren ist, das bleibt noch zu untersuchen und soll nun in folgenden 
Versuchen geschehen. 





1) Weiss, Z. f. physiol. Chem., 1904, 40, 480. 
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80 K. Okubo 


Cc. 


Worauf schon wiederholt hingewiesen wurde, kann man durch 
Behandlung mit Azeton, Alkohol und dgl. die antienzymatische Wir- 
kung genuinen Serums grdésstenteils vernichten. Das schon mit 
Azeton fertig behandelte Serum hat also mit antienzymatischer Wir- 
kung nicht mebr viel zu tun. Mit so behandeltem Serum” 
habe ich den folgenden Versuch angestellt, um den Einfluss der Ver- 
diinnungen auf Serumprotease selbst zu priifen. (Tabelle VII.) 

Das Resultat der Versuche zeigt, dass bei Proteolyse durch behan- 
deltes Serum der schiidliche Einfluss physiologischer Kochsalzlésung 
kaum nachzuweisen ist, was bei der durch unbehandeltes Serum in 
markanter Weise der Fall war. Die verdiinnten Seren (Nr. 2-7), 
sei es mit destilliertem Wasser, sei es mit Kochsalzlésung, lieferten im 
allgemeinen mehr Spaltprodukte als unverdiinntes Serum (Nr. 1); 
eine Erscheinung, die genau ebenso beim Pankreassaft beobachtet 
wurde. Nach diesem Befunde liegt die Annahme nahe, dass der 
schidliche Einfluss der Kochsalzlésung auf die Proteolyse nicht an 
die Protease selbst, sondern hauptsiéchlich an die antienzymatische 
Wirkung unbehandelten Serums gebunden ist. 

Nach neuerer Anschauung hingt die antienzymatische Wirkung 
genuinen Serums wesentlich von seinem physikalisch-chemischen 
Zustande ab, und man prijudiziert heute mit der Benennung ‘‘ Antifer- 
mente”’ nicht mehr den alten Begriff eines spezifisch wirkenden Stoffes 
von Fermentnatur.» Dass Verdiinnung genuinen Serums mit salzar- 
men Substratlésungen oder destilliertem Wasser eine Zustandsinderung 
der Serumeiweisskérper durch Globulinausflockung hervorruft und 
damit seine antienzymatische Wirkung beeintrichtigt, ist wohl begrei- 
flich. Zusatz physiologischer Kochsalzlésung muss dabei einer derar- 
tigen Zustandsinderung gerade entgegenwirken, woraus sich ihre 
schidliche Folge fiir die Proteolyse erkliren lisst. 

Zur Beweisfiihrung fiir diese Annahme wurden im folgenden noch 
einige Versuche vorgenommen. In den vorangehenden Versuchen 
wurden Gesamtfliissigkeitsvolum und Konzentration des Kochsalzes 


*) Da das Serum infolge Azetonbehandlung ums vierfache mit destilliertem 
Wasser verdiinnt wurde, habe ich in diesem Versuche 10 ccm 10 %-iger Nutrose- 
lésung als Substrat verwendet, um den Eiweissgehalt der Proben mit dem der vorange- 
henden Versuche gleich zu stellen. 

2) Schierge, Klin. W., 1922, 49, 2427. 
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82 K. Okubo 


nicht konstant gehalten, wodurch die Beurteilung der Ergebnisse 
manchmal erschwert wurde. In den folgenden Versuchen wurde 
besondere Riicksicht auf Konstanz der Gesamtfliissigkeit resp. der 
Salzkonzentration genommen. 


D. 


Zuerst wurden zwei einschligige Versuche mit behandeltem und 
unbehandeltem Serum angestellt. In diesen Versuchen war das 
Gesamtfliissigkeitsvolum immer konstant, die Sal z- 
konzentration aber verschieden. 

Durch geeignete Mischung konzentrierter Kochsalzlésung und destillierten 
Wassers wurde der Salzgehalt der einzelnen Proben in absteigender Konzentration 
hergestellt, wie das in beistehenden Tabellen zusammengestellt ist. In den Proben 
mit behandeltem Serum wurde das Ausgangsserum infolge- Azetonbehandlung schon 
durchs destillierte Wasser ums vierfache verdiinnt, deshalb wurde hier, um die Bedin- 
gungen betreffs Gesamtfliissigkeit und Eiweiss- und Salzgehalt dem Versuche mit 
unbehandeltem Serum gleich zu stellen, eine kleinere Menge konzentrierterer Nutrose- 
lésung verwendet. Als Antiseptikum wurden bei unbehandeltem Serum Chloroform 
und Toluol, wie iiblich, zusammen benutzt (Tabelle VIII). Bei behandeltem Serum 
wurde aber der Versuch 2-fach angestellt, der eine Chloroform und der andere Toluol 
allein als Antiseptikum zu haben (Tabelle IX). 

Wie man aus Tabelle VIII ersehen kann, nehmen die gelieferten 
Spaltprodukte bei der Proteolyse. durch unbehandeltes Serum mit 
steigender Salzkonzentration der Proben immer mehr ab, wahrend 
sie bei behandeltem Serum (Tabelle IX), abgesehen von geringen 
Schwankungen, die grésstenteils als Fehlergrenze der Versuche angese- 
hen werden miissen, von dem Salzgehalt der Proben sozusagen unab- 
hingig sind. Ausserdem bemerkt man, dass Proteolyse durch behandel- 
tes Serum unter Toluol intensiver geht als unter Chloroform (Tabelle 
IX). 

E. 


In den zwei folgenden Tabellen wurden die Ergebnisse der Ver- 
suche iiber Proteolyse durch behandeltes und unbehandeltes Serum 
in konstanter Salzkonzentration und variablen 
Gesamtflissigkeitsvolumina dargestellt. Bei Azeton- 
behandlung wurde das Serum mit physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt und darauf gegen dieselbe Salzlésung dialysiert. Nutrose, 
die ich als Substrat verwendete, wurde auch in physiologischer Koch- 
salzlésung gelést. Als Zusatzfliissigkeit wurde ebenfalls dieselbe Salz- 
lésung benutzt; also wurden simtliche Proben in konstanter Salz- 
konzentration gehalten. (Tabellen X. u. XI.) 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass, wenn die Salzkonzentration 
der Proben konstant bleibt, Proteolyse durch behandeltes sowie unbe- 
handeltes Serum durch Verschiedenheit der Gesamtfliissigkeitsvolumina 
keine besondere Beeinflussung erfihrt. 


II. Einfluss der Substratmengen auf Proteolyse durch Serumprotease. 


In der II. Mitteilung dieser Arbeit® habe ich berichtet, dass die 
proteolytische Wirkung des Serums durch Zusatz eines leicht ver- 
daulichen Substrates besonders verschirft nachgewiesen werden kann. 
Als geeignete Substrate habe ich dabei Kuhmilch und Nutrose genannt. 
Im folgenden werde ich weiter das Mengenverhiltnis der Substrate 
zum Serum untersuchen, das zum empfindlichen Nachweis der Pro- 
teasewirkung erforderlich ist. Da aber Milch ziemlich schwer (erst 
durch Einengen) in einen konzentrierteren Eiweissgehalt als den 
natiirlichen iibergefiihrt werden kann, Nutrose, das bekannte, kiinst- 
liche Kaseinpriiparat, aber, in beliebiger Konzentration in Wasser 
léslich ist, wurde in dieser Untersuchung ausschliesslich letztere benutzt. 

5 ecm unbehandelten (Tabelle XII, A), resp. 20 ccm (5 cem unbehandelten 
entsprechend) behandelten Hundeserums (Tabelle XII, B) wurden mit 40 cem Nutrose- 
lésung in absteigender, in den Tabellen angegebener Konzentration versetzt und jede 
dieser Proben dreifach angesetzt, so dass sie resp. 1, 3 und 5 Tage bebriitet wurde. 
In Tabelle XII, C ist das Resultat einer Vergleichsuntersuchung mit Pankreassaft 
angegeben. Der in dieser Untersuchung verwendete Pankreassaft war vorliufig 
derart verdiinnt worden, dass er an Wirksamkeit der Serumprotease beinahe gleich- 
stand, 

Die Ergebnisse der Versuche zeigen, dass, soweit die Versuche 
reichen, behandeltes (B) sowie unbehandeltes Serum (A) desto reich- 
lichere Spaltprodukte liefert, je mehr es mit Substrat versetzt wird. 
Dieselbe Erscheinung wird auch bei Proteolyse durch Pankreassaft 
gefunden (C). An den friiheren Bebriitungstagen, besonders bei den 
Proben mit unbehandelten Serum und in seiner Wirksamkeit abge- 


schwichtem Pankreassaft, hat die Verdauung noch nicht ihren Héhe- 


punkt erreicht, deshalb wird die grésste Menge an Spaltprodukten 
noch auf den mittleren Stufen der Konzentrationsserien des Substrates 
beobachtet. Aber an spiiteren Bebriitungstagen liefert die Probe mit 
grésster Substratmenge immer die reichlichsten Spaltprodukte. 

Da Salzkonzentration und Gesamtfliissigkeitsmenge hierbei mit 
Riicksicht auf die Ergebnisse der vorangehenden Versuche fiir jeden 
Versuch immer dieselbe bleibt, so muss der Unterschied in der Menge 





3) Okubo, Tohoku J. Exp. Med., 1923-24, 4, 441. 
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Tabelle XII (A). 


Einfluss der Substratmenge auf Proteolyse durch unbehandeltes Serum. 














| Fermentlésung Substrat Amino-N (mg) 
Versuchereihe Unbehandeltes | Nutroselésung Bebriitungstage 
Hundeserum 

Nr. (eem) (%) (eem) 0 | 1 Ss 4 8 
1 5,0 10 40,0 | (0,55)| 1,15 | 2,88 | 7,70 
2 5,0 8 40,0 1,15 | 3,00 | 6,55 
3 5,0 6 40,0 1,00 | 2,88 | 5,25 
4 5,0 4 40,0 0,75 | 2,30 | 3,50 
5 5,0 2 40,0 0,45 1,73 | 2,10 
6 5,0 i 40,0 | 0,30 | 1,43 | 1,93 

















Tabelle XII (B). 


Einfluss der Substratmenge auf Proteolyse durch behandeltes Serum. 
























































Fermentlésung Substrat Amino-N (mg) 
Versuchsreihe Behandeltes Nutroselésung Bebriitungstage 
Hundeserum basis 
Nr. (ecm) (%) (cem) 0 . | & 
1 20,0 10 40,0 |(0,55)} 3,15 | 8,55 | 9,38 
2 20,0 8 40,0 3,58 | 7,27 9,25 
3 20,0 6 40,0 2,73 | 4,85 8,58 
4 20,0 4 40,0 2,42 | 4,30 | 6,13 
5 20,0 2 40,0 1,87 | 2:48 | 3:50 
6 20,0 1 40,0 1,15 | 1,88 | 2,50 
Tabelle XII (C). 
Einfluss der Substratmenge auf Proteolyse durch Pankreassaft. 
Fermentlésung Substrat Amino-N (mg) 
, . > 
Versuchsreihe : ankreassaft Nutroselésung Bebriitungstage 
(T%, 2) 

Nr. (eem) (%) (ecm) 0 1 1-3 
1 20,0 10 40,0 | (0,50)| 3,35 | 8,25 |17,00 
2 20,0 8 40,0 3,93 |11,70 |16,30 
3 20,0 6 40,0 | 4,23 |11,00 |15,00 
4 20,0 4 40,0 4,23 |10,80 |13,70 
5 20,0 2 40,0 2,35 | 4,93 | 7,90 
6 | 20,0 1 40,0 | 1,78 | 3.50 | 4,35 











der Spaltprodukte auf Ungleichheit der Substratmenge zuriickgefiihrt 
werden. In diesen Versuchen ist die grésste Menge Spaltprodukte im 
Vergleich zur kleinsten Substratmenge der Serien schon recht klein, 
deshalb ist es schwer begreiflich, warum eine iiberschiissige Substrat- 
menge, als Substanzquelle betrachtet, notwendig wire, um eine grosse 
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Menge Spaltprodukte zu liefern. Wahrscheinlich spielt meines Erach- 
tens die Schutzwirkung der Eiweisskérper hierbei grosse Rolle (siehe 
auch VI. Mitteilung, Kapitel 3). Eine analoge Erscheinung von der 
Abhangigkeit der Spaltprodukte von der Substratmenge wurde schon 
in der Literatur von Barth,” Henri» und Brown® bei Rohr- 
zuckerinvertase, von W eis” bei Glutinverdauung durch Malzextrakt 
mitgeteilt. 
Zusammenfassung. 


1. Proteolyse durch Serumprotease wird durch Verdiinnung 
mit destilliertem Wasser etwas begiinstigt. 

2. Proteolyse durch unbehandeltes Serum wird durch Verdiinnung 
mit Kochsalzlésung betriichtlich beeintrichtigt. Dies beruht auf 
Persistenz der antienzymatischen Kraft genuinen Serums; Serumpro- 
tease selbst wird dadurch nicht beeinflusst. 

3. Serumprotease liefert mit steigender Menge der zugefiigten 
Substrate immer reichlichere Spaltprodukte. 





4) Barth, zit. nach Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. 
IV. Aufl. Leipzig, 1913, Bd. I], 966. 

5) Henri, Z. f. physiol. Chem., 1901, 39, 194. 

6) Brown, J. Chem. Soc., 1902, 81, 373. 

7) Weis, Z. f. physiol. Chem., 1900, 31, 78. 























Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


V. Mitteilung. 


Uber Auswahl der Antiseptika fur Proteolyse durch behandeltes 
und unbehandeltes Serum. 


Von 
DR. KUHEI OKUBO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof.S. Yamakawa der Kaiserlichen 
Universitat zu Sendai.) 


Einleitung. 


Toluol und Chloroform sind, wie bekannt, die gebriuchlichen 
Antiseptika bei Fermentstudien. Karbol ist auch ein wirksames 
Antiseptikum. Fiir Fermentwirkung sind sie indessen nicht immer 
ganz indifferent.» Bei Serumprotease u. a. haben Chloroform und 
Karbol, wie schon vielfach besprochen, die Fihigkeit, ihren hemmenden 
Faktor zu paralysieren, somit inaktives, genuines Serum aktiv zu 
machen (Delezenneund Pozerski, Yamakawa, Hedin)”. 
Toluol dagegen wirkt, nach Untersuchungen von Yamakawa 
und mir,” fiir sich allein auf'die antienzymatische Kraft des Serums 
kaum aufhebend, hat jedoch die eigentiimliche Fihigkeit, wenn es mit 
Azeton, Karbol und dgl. zusammenwirkt, die serumaktivierende Fihig- 
keit letzterer stark zu beférdern. 

In der II. Mitteilung dieser Arbeit” hatte ich sowohl bei behandel- 
tem wie auch bei unbehandeltem Serum als Antiseptikum ohne weiteres 
Chloroform gebraucht, in der Annahme, dass Chloroform, welches 
gegen Antiprotease so wirksam ist, Proteolyse durch Serum stiirker 
férdern kénne als Toluol. In einem Versuche der letzten Unter- 
suchung,® bei welchem ich ein mit Azeton behandeltes Hundeserum 





1) Yoshimoto, Z. f. physiol. Chem.,'1908, 58, 341. Kikkohi, ibid., 
1909, 68, 104. Weis, ibid., 1900, 31, 78. 

2) Delezenne und Pozerski, C. R. Soc. Biol., 1903, 55, 327 und 690. 
Yamakawa, J. Exp. Med., 1918, 6, 695. Hedin, Z. f. physiol. Chem., 1920, 
104, 9. 

3) Yamakawa und Okubo, Tohoku J. Exp. Med., 1920, 2, 120. 

4) Okubo, Tohoku J. Exp. Med., 1923-24, 4, 441. 

5) Okubo, Diese Zeitschrift, [V. Mitteil. Kapitel 1, D. Tabelle 1X. 
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mit Chloroform resp. Toluol als Antiseptikum vergleichend beschickt 
hatte, fand ich aber gegen alle Erwartung, dass die Proben mit Chloro- 
form eher weniger Spaltprodukte lieferten als die mit Toluol. Diese 
Tatsache veranlasste mich, die Wahl der Antiseptika weiter zu unter- 
suchen, um die giinstigsten Bedingungen fiir Wirkung der Serumpro- 
tease kennen zu lernen. 


I. Verhalten des Chloroforms und Toluols gegen Proteolyse durch 
unbehandeltes Serum. 


A. 


Serum von Menschen und verschiedenen Tieren (Meerschweinchen, 
Kaninchen, Hunden, Schweinen, Rindern und Pferden) wurde hier 
zur Untersuchung herangezogen. Bei kleineren Tieren wurden Sera 
von mehreren vereinigt, um die erforderliche Menge zu gewinnen. 


Zum Versuche wurden fiir jede Tierart 12 Kolben steril gemacht, die mit 5 ecm 
genuinen, unverdiinnten Serums und 25 ecm 8 %-iger Nutroselésung beschickt und in 
drei Reihen geteilt wurden. Die erste Reihe wurde weiter mit 0,4 ccm Chloroform, 
die zweite mit 4 cem Toluol und die dritte mit 0,4 cem Chloroform und 4 cem Toluol 
zusammen versetzt. Simtliche Kolben wurden dann mit Gummipfropfen dicht 
verschlossen und _ bebriitet. 

Der Inhalt von je einem Kolben aus drei Reihen wurde resp. sofort, nach 1 bis 7 
Tage langer Bebriitung mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweisst und der Amino-N 
nach Van Slyke bestimmt. Derselbe Versuch wurde mit den Seren jeder Tierart 
zweimal ausgefiihrt. 

Bei eintagiger Bebriitung liefern alle Versuchsreihen erst nur eine 
geringe Menge Spaltprodukte. Erst am 3. und 5. Bebriitungstage 
findet man beziiglich der Spaltprodukte unverkennbare Unterschiede 
unter den einzelnen Versuchsreihen. Die Chloroform-Toluolreihen 
geben dann die reichlichste Menge von Amino-N ab, und zwar bei 
allen Serumarten, abgesehen von denen der Rinder und Pferde, bei 
denen die Toluolreihen merkwiirdigerweise die reichlichsten Spalt- 
produkte liefern. Toluolreihen produzieren sonst die geringste Menge 
von Amino-N, jedoch an spiteren Bebriitungstagen nahern sie sich 
beziiglich ihrer Spaltprodukte allmahlich den chloroformhaltigen 
Reihen, ja itibertreffen sogar manchmal die Chloroformreihen (II b, 
III a und b, IV a und b, V und VI). Bemerkenswert ist noch, dass 
Meerschweinchenserum, das bei Azetonbehandlung sehr starke pro- 
teolytische Wirkung entfaltet, in diesem mit unbehandeltem Serum 
angestellten Versuch unter Toluol bei 1-, 3- und 5-taigiger Bebriitung 
weniger wirksam ist, als die Sera der iibrigen Tiere und erst nach 7 
Tagen allmahlich an Spaltprodukten gewinnt. (Tabelle I.) 
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Einfluss von Chloroform und Toluol auf proteolytische Wirkung un behandelten 
Serums von Menschen und verschiedenen Tieren. 





Amino-N (mg) 
























































Versuchstier Versuchsreihe | Bebriitungstage 
4.4-..4 5 7 
I a Hund (<<) Chloroform- (0,55)|} 1,59 | 3,05 | 4,66 
Toluol- 0,62 | 1,92 | 2,56 
Chloroform-Toluol- 1,39 | 3,19 | 5,32 
rs “~ «sy Chloroform- (0,52)| 1,78 | 2,59 | 3,56 
Toluol- 0,64 1,58 | 2,66 
Chloroform-Toluol- 1,58 | 2,72 | 4,18 
II a Meerschweinchen Chloroform- (0,60)! 0,35 | 1,75 | 5,30 
(6 #@) | Toluol- 0,13 | 0,48 | 0,70 
Chloroform-Toluol- 0,35 | 3,19 | 8,50 
II b - Chloroform- (0,60) | 0,45 1,23 1,80 | 2,00 
(10 9) Toluol- 0,30 00 | 0,62 | 3,45 
Chloroform-Toluol- 0,60 | 2,82 | 6,19 | 7,53 
III a Kaninchen Chloroform- (0,68) } 0,53 | 0,94 | 1,98 | 2,20 
(329) | Toluol- 0.23 | 0,79 | 1.26 | 6,45 
Chloroform-Toluol- 0,60 | 1,95 | 3,66 | 7,40 
III b “ Chloroform- (0,52)| 0,80 | 1,24 | 1,72 
(4 2) | Toluol- 0,36 | 0,96 | 1,86 
Chloroform-Toluol- 0,74 | 2,15 | 3,54 
Ill ec ” Chloroform- (0,54)| 0,73 | 1,44 | 2,25 
(4 o) | Toluol- 0,45 | 0,95 | 1,61 
Chloroform-Toluol-| 0,73 | 2,13 | 3,31 
IV a Schwein (<) Chloroform- (0,54)| 0,66 | 1,36 | 2,46 
Toluol- 0,60 | 1,09 | 2,60 
Chloroform-Toluol- 1,01 | 2,05 | 3,29 
IV b i (9) Chloroform- (0,50)|} 0,80 | 0,95 | 1,11 
Toluol- 0,51 | 1,02 | 2,07 
Chloroform-Toluol- 1,26 | 2,06 | 3,29 
V_=s~Pferd Chloroform- (0,60) 0 0 0,1 0,25 
Toluol- 0 0,81 0,82 1,60 
Chloroform-Toluol- 0 0,25 | 0,25 | 0,53 
VI Rind Chloroform- (0,58) 0 0,05 | 0,18 | 0,18 
Toluol- 0 0,40 | 0,62 | 1,05 
( ’hloroform-Toluol- 0 0,06 | 0,18 | 0,25 
VII Menschen (<*) Chloroform- (0,52) 1,90 | 2,25 
Toluol- 1,40 | 2,10 
Chloroform-Toluol- 2,36 | 3,00 
VII b _ (9) Chloroform- (0,60) 3,58 | 3,81 
Toluol- 2,28 | 3,66 
Chloroform-Toluol- 4,06 ' 4,52 
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B. 


Die Resultate des Versuchs A wurden noch einmal mit einer 
anderen Bestimmungsmethode der gelieferten Spaltprodukte nach- 
gepriift. Hedin® hat bei seiner Untersuchung iiber Serumprotease 
ausschliesslich Enteiweissung durch Gerbséiure und darauffolgende 
Rest-N-Bestimmung nach Kjeldahl verwendet. In diesem Ver- 
suche habe ich mich seiner Methode angeschlossen und das Verhalten 
unbehandelten Hunde- und Meerschweinchenserums gegen Toluol 
und Chloroform als Antiseptika vergleichend untersucht. 


Jede der 4 Versuchsreihen besteht aus 8 Kolben, die simtlich mit 2 cem Serum 
und 10 cem Nutroselésung (8 %) beschickt wurden. Die erste Reihe erhielt als Anti- 
septikum Chloroform, die zweite Toluol, die dritte und vierte Chloroform-Toluol, 
und bei der letzten Reihe, die zur Kontrolle diente, wurde das Serum vorliufig durch 
30 Minuten lange Erhitzung bei 65° C inaktiviert. Nach Bebriitung von bestimmter 
Dauer wurde der ganze Inhalt des Kolbens in einen Becher iibertragen und die opti- 
male Menge Gerbsiure tropfenweise hinzugesetzt. Nach 6-stiindigem Stehenlassen 
wurde das Filtrat auf seinen N-Gehalt nach K je1dah1untersucht. Die gefundene 
N-Zah] wurde in den beigegebenen Tabellen in ccm von N/10 NaOH ausgedriickt. 
(Tabelle II, a und b.) 

Die Ergebnisse der Untersuchungen nach der Gerbsiuremethode 
decken sich im ganzen mit denen der von mir gewéhnlich verwandten. 
Die Chloroformreihen liefern bei beiden Tierarten auch hier gréssere 
Mengen Spaltprodukte als die Toluolreihen. Bei Toluolreihen erweist 
sich genuines Meerschweinchenserum an den beginnenden Bebriitungs- 
tagen weniger wirksam als Hundeserum. In der Kontrollreihe findet 
man an spiiteren Bebriitungstagen geringe Vermehrung des N-Wertes, 
die auf Wirkung iiberlebenden Protease. inaktivierten Serums zuriick- 
zufiihren ist. Man darf aber dabei nicht ausser Acht lassen, dass 
Kaseinpriparate der Autolyse unterliegen kénnen, wie von E hren- 
berg und Loeventhal” betont wurde. Das Ergebnis meiner 
darauf gerichteten Untersuchung konnte sie aber nicht bestitigen, wie 
folgende Tabellé zeigt. (Tabelle ITI.) 

Die Probe im Brutofen (A) liefern nicht vermehrte Menge Amino- 
N ab als Kontrolle—die Probe vor der Bebriitung (Bebriitungstage, 
0) und im Eisschrank (B). Nach meiner Bebriitungsweise verdaut 
sich Nutrose unter Chloroform oder Toluol gar nicht. 





6) Hedin, Ll. ec. 
7) EhrenbergundLoeventhal, Klin. W., 1923, 2. Jahrg.S1. Ehren- 
berg, Bioch. Z., 1922, 128, 431. 





= 
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Tabelle II. 


Einfluss von Chloroform und Toluol auf proteolytische Wirkung un be handel- 
ten Hunde- und Meerschweinchenserums. 


(a) 


Hundeserum. 





Versuchsreihe 


| _N (Gerbsiiurefillung) (ecm N/10 NaOH) 







































































a a oe 3 5 

Chloroform- Nr. 1 11 =| 2,15 3,30 6,40 | 6,92 
Nr. 2 1,0 | 2,35 3,45 6,62 6,82 

Mittel 105 | 2,25 3,38 6,51 6,87 

Verdaut 1,20 2,33 5,46 5,82 

Toluol- Nr. 1 1,25 2,80 5,31 6,80 
Nr. 2 1,35 2,95 5,35 7,30 

Mittel 1,30 2,88 5,33 7,05 

Verdaut 0,25 1,83 4,28 6,00 

Chloroform- Nr. 1 2,90 4,10 7,32 7,90 
Toluol- Nr. 2 3,10 3,90 7,44 8,10 
Mittel 3,00 4,00 7,38 8,10 

Verdaut 1,95 2,95 6,33 6,95 

Kontroll- Nr. 1 1,10 1,05 1,20 
Nr. 2 1,00 1,01 1,15 

Mittel 1,05 1,03 1,18 

Verdaut 0 0,02 | 0,13 

(b) 
Meerschweinchenserum. 
; ¥ | N (Gerbsiurefillung) (eem N/10 NaOH) 
Versuchsreihe | 0 | 1 3 5 | - 

Chloroform- Nr. 1 1,15 2,10 4,83 5,20 9,84 
Nr. 2 1,21 2,50 4,51 5,20 10,00 

Mittel 1,18 2,30 4,67 5,20° | 9,92 

Verdaut 0 1,12 3,49 4,02 | 8,74 

Toluol- Nr. 1 1,35 1,50 2,10 4,30 
Nr. 2 1,30 1,56 2,00 3,90 

Mittel 133 1,53 2,05 4,10 

Verdaut 0,15 0,35 0,87 3,92 
Chloroform- Nr. 1 1,45 5,00 6,42 10,00 
Toluol- Nr. 2 1,30 5,60 6,20 11,20 
Mittel 1,38 5,30 6,31 10,60 

Verdaut 0,20 4,12 5,13 9,42 

Kontroll- Nr. 1 1,25 1,15 1,34 1,50 
Nr. 2 1,30 1,25 1,45 1,60 

Mittel 1,28 1,20 1,40 1,55 

Verdaut 0,10 0,02 0,22 0,37 
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II. Verhalten des Chloroforms und Toluols gegen Proteolyse durch 
behandeltes Serum. 


Aus den oben angefiihrten Versuchen ersieht man, dass Chloro- 
form bei den Verdauungsproben mit unbehandeltem Serum die enzyma- 
tische Wirkung viel stirker begiinstigt als Toluol. Das ist aber nichts 
Neues, da es bekannt ist, dass Chloroform dem Serum seine antienzy- 
matische Wirkung nimmt (Delezenne u. Pozerski, Yama- 
kawa, Hedin)® und diese Eigenschaft dem Toluol fehlt (Y a m a- 
kawa, Hedin).® Wie aber dieser Sachverhalt bei mit Azeton 
behandeltem Serum liegt, das wurde in diesem Versuche untersucht. 


Tabelle III. 


Autolyse der Nutrose unter Chloroform und Toluol. 















































| Im Im E Amino-N (Mg) 
Versuchsreihe | Brutofen |Eisschrank |(Kontrollzahl nicht abgezogen) 
| bei bei Bebriitungstage 
0 1 3 5 7 
Chloroform- 38° C 0,49 | 0,46 | 0,52 | 0,59 | 0,46 
A | Toluol- 38° C 0,45 |-0,47 | 0,52 | 0,47 | 0,52 
| Chloroform- 38° C 0,44 | 0,45 | 0,46 | 0,49 | 0,46 
Toluol- 
Chloroform- | 5°C 0,47 | 0,58 | 0,46 | 0,52 
_ B_ | Toluol- 5°C 0,46 | 0,43 | 0,53 | 0,49 
(Kontrolle) | Chloroform- 5°C 0,44 0,40 | 0,43 0,46 
Toluol- 


Der Versuch wurde wie Versuch I, A vorgenommen; es wurde 
aber behandeltes Serum statt unbehandeltem verwendet. (Tabelle 
IV.) 

Was uns an den Ergebnissen dieses Versuches interessiert, ist, dass 
bei Proben mit behandeltem Serum, im Gegensatz zu denen mit unbe- 
handeltem, die Verdauungsprodukte der Toluolreihen an jedem Bebriit- 
ungstage und bei jeder zur Untersuchung gekommenen Serumart 
immer bedeutend reichlicher sind als die der Chloroformreihen. Bei 
Chloroform-Toluolreihen sind die Spaltprodukte etwas reichlicher als 
bei Chloroformreihen, jedoch kleiner als bei Toluolreihen. 

Betrachtet man nach den gewonnenen Resultaten das Verhalten 
von Chloroform und Toluol gegeniiber behandeltem und unbehandel- 
tem Serum vergleichend, so gelangt man zu folgendem Schluss. 


8) Delezenne und Pozerski,l.c. Yamakawa,l.c. Hedin, lL. ec. 
9) Yamakawa, l. ec. 
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Toluol wirkt sowohl auf Serumprotease als auch auf Antiprotease 
kaum schidigend. Wie schon in der ersten Mitteilung bemerkt wurde, 
wird die Protease, die im Serum mit ihrem hemmenden Faktor im 
Gleichgewicht vorkommt, infolge der Wirkung der Chemikalien erst 
dann in aktiven Zustand iibergefiihrt, wenn die Protease weniger 


Tabelle IV. 


Einfluss von Chloroform und Toluol auf proteolytische Wirkung behandelten 
Serums von Menschen und verschiedenen Tieren. 







































































Amino-N (mg) 
Versuchstier Versuchsreihe Bebriitungstage os 
T4733 5 | 7 
I Hund (¢) | Chloroform- (0,50)| 3,00 | 6,23 | 7,32 
Toluol- 3,80 | 10,13 | 11,90 
Chloroform-Toluol- 3,26 | 6,50 | 8,60 
II Meerschweinchen Chloroform- (0,54) | 1,65 — 7,50 
Toluol- 3,38 8,55 | 13,90 
Chloroform-Toluol- 1,66 | 6,33 | 10,40 
III Schwein (7) Chloroform- (0,46) | 1,56 | 2,20 3,81 | 
Toluol- 1,90 4,29 | 5,36 
Chloroform-Toluol- 1,44 2,41 | 4,82 
IV Pferd () Chloroform- (0,58) | 0,60 0,96 | 1,04 1,25 
Toluol- 0,66 2,41 | 2,75 | 4,45 
Chloroform-Toluol- 0,68 1,45 | 1,58 | 3,00 
V a Rind (¢) Chloroform- (0,60)| 0,68 | 1,38 | 1,50| 2,50 
Toluol- 1,00 | 2,45] 2,80] 4,50 
Chloroform-Toluol- 0,68 1,45 | 1,58 | 3,00 
7e * Chloroform- (0,60)} 0,18 | 0,56 | 1,05 | 
Toluol- 0,18 | 1,04] 2,45 | 
Chloroform-Toluol- 0,18 0,92 | 1,80 | 
VI a Menschen (7) Chloroform- | (0,54) 4,60 | 6,24 | 
Toluol- | 6,10 | 12,40 
Chloroform-Toluol-; 5,10 | 10,20 
VIb “ (9) | Chloroform- | (0,52)| 1,72 | 3,36 
Toluol- | 3,05 | 6,28 | 
| Chloroform-Toluol-| | 1,72 5,16 








beschadigt wird als ihr Antagonist und somit erstere letzterer iiber- 
legen wird. Also das verhiltnismissig indifferente Toluol kann genuines 
Serum nicht stark aktivieren. Chloroform wirkt aber auf beide Fak- 
toren stark schaidigend, und zwar ist der antienzymatische dabei viel 
empfindlicher als der enzymatische. Es ruft deswegen Aktivierung 
genuinen Serums hervor. Bei behandeltem Serum ist die Sache etwas 
anders. Bei diesem ist der antienzymatische Faktor infolge vorher 
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eingetretener Azetonwirkung schon grésstenteils fortgefallen. Darauf 
wirkt also Chloroform insofern schadlich, als es das von der vernichten- 
den Azetonwirkung verschonte Uberbleibsel der Protease nun wieder 
mehr oder minder stark zerstért. Dieser Sachverhalt erklirt die 
Tatsache, dass Toluol bei den Proben mit behandeltem Serum auf 
die Verdauung viel giinstiger wirkt als Chloroform. Die Toluolreihen 
bei den Proben mit unbehandeltem Serum liefern indessen an spiteren 
Bebriitungstagen eine nicht geringe Menge Spaltprodukte. Daraus 
kann man wahrscheinlich auf die aktivierende Wirkung des Toluols 
schliessen. 

Bei gleichzeitiger Anwendung von Chloroform und Toluol erreichen 
die Spaltprodukte bei unbehandeltem Serum (Tabelle I) manchmal 
ungefihr die Summe von denen der Chloroform- und Toluolreihe, bei 
behandeltem Serum dagegen iibertreffen sie den Wert der Chloroform- 
reihe ein Bisschen, sind aber viel geringer als bei der Toluolreihe 
(Tabelle IV). Diese Tatsache muss noch weiter in Erwigung gezogen 
werden. Wie oben erwihnt, schidigt Chloroform sowohl Serumprotease 
wie auch Antiprotease, und zwar letztere in stiirkerem Grade. Also 
nach Beendigung der Antiproteasezerstérung verhalt sich Chloroform 
gegen Fermentwirkung eher nachteilig. Bei Anwendung von Chloro- 
form allein muss das Verdauungsgemisch in einem dicht verschlossenen 
Kolben mit diesem gesittigt sein. Aber bei gleichzeitigen Vorhanden- 
sein einer grésseren Menge Toluol in der oberen Schicht kénnte es 
wahrscheinlich einen Teil der von unten her durch die zu untersuchende 
Fliissigkeit emporsteigenden Chloroformdimpfe bestindig in sich 
aufnehmen und so das Ferment vor dem Uberschuss des schiidlichen 
Mittels einigermassen bewahren. Auf diese Weise kann man erkliren, 
dass Toluol und Chloroform zusammen giinstiger wirken als Chloro- 
form allein, sowohl bei behandeltem, wie auch bei unbehandeltem 
Serum. Zur Erhirtung dieser Annahme kann noch folgender Versuch 
dienen. 


Mit sowohl behandeltem (B) wie auch unbehandeltem Serum (A) und Nutrose- 
lésung wurden 4 Versuchsreihen wie iiblich heregestellt. Zwei Versuchsreihen beider 
Serumarten wurden je 0,4 ccm Chloroform (1), resp. 4 ccm Toluol (2) zugesetzt. In 
den zwei iibrigen Reihen wurden Chloroform und Toluol zusammen verwendet, aber 
die Reihenfolge des Zusetzens gestaltete sich bei-beiden Reihen verschieden. Bei 
Reihe Nr. 3 wurden die beiden Chemikalien von Anfang an gemischt zugesetzt und 
darauf geschiittelt. Nach ruhigem Stehenlassen der Gefisse traten die zugefiigten 
Chemikalien simtlich in die obere Schicht, da das spezifisch leichtere Toluol in weitaus 
grésserer Menge vorhanden war als Chloroform. Bei Reihe Nr. 4 erhielten die Gefiisse 
zuerst Chloroform, dann Serum und Nutroselésung und zuletzt Toluol und wurden 
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schwach geschiittelt, so dass beide Chemikalienschichten nicht miteinander in direkte 
Beriihrung kamen. Weitere Behandlung wie iiblich. (Tabelle V, Kurven A, B.) 


Kurve A (=Tabelle V, A). 





Amino-N (mg) 


60 F— Unbehendeltes Hundeserum 
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Wie in beigegebener Kurve iibersichtlich dargestellt ist, produziert 
bei unbehandeltem Serum (A) die Probe mit Chloroform und Toluol 
in Mischung (3) etwas reichlicher als die mit Toluol allein (2), aber viel 
weniger als die mit Chloroform allein (1), was sich leicht daraus er- 
klaren lasst, dass in Toluolschicht aufgenommenes und eingeschlossenes 
Chloroform an Wirksamkeit sehr beschrinkt sein muss. Die Proben 
mit getrennter Chloroform- und Toluolschicht (4) erweisen sich als 
viel wirksamer als die mit Chloroform allein (1), wie schon im vorigen 
Versuch beobachtet wurde. 
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Bei behandeltem Serum (B), bei welchem die Antiprotease schon 
ausgeschaltet war, ist die Reihenfolge der N-Produktion ganz anders. 
Hier steht die Probe mit Chloroform und Toluol in Mischung (3) der 
mit Toluol allein (2) etwas nach, insofern sie Chloroform in sich enthilt, 


Kurve B =Tabelle V, B). 
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das auf Protease schidlich wirkt. Da aber in dieser Probe Chloroform 
in der Toluolschicht eingeschlossen vorhanden ist, kommt seine schid- 
liche Wirkung nicht so erheblich zum Vorschein wie bei Proben mit 
Chloroform in freier Schicht (4 und 1). Diese schiidliche Wirkung 
des Chloroforms wird aber bei Probe Nr. 4, wie oben besprochen, 
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durch die dariiberstehende Toluolschicht gemildert, weshalb sie noch 
immer etwas wirksamer als die Probe mit Chloroform allein (1) ist. 

Aus den oben erwihnten Versuchen kann man ferner ersehen, 
dass Serum der Menschen und verschiedener Tiere im physiologischen 
Zustande eine Art Protease enthalten. Die Stirke dieser Serum- 
protease scheint aber bei denselben Tierarten nicht immer gleich 
zu sein. Stephan und Woh!” versuchten mit ihrer Karmin- 
fibrinmethode den Proteasegehalt normaler und pathologischer Sera 
des Menschen zu bestimmen und fanden, dass er regellosen Schwan- 
kungen unterliegt. Denselben Befund habe auch ich mit meiner Me- 
thode gewonnen. Demnichst soll er veréffentlicht werden. Trotz 
dieser individuellen Schwankungen kann man doch aus den angefiirhten 
Versuchen den Schluss ziehen, dass unter den Seren der verschiedenen 
Tierarten grébere Unterschiede in der Starke der Serumprotease vor- 
liegen. Meerschweinchenserum ist unter anderen am stirksten pro- 
teolytisch wirksam, danach folgen in der Reihe Hunde- und Men- 
schenserum. Kaninchen- und Schweineserum stehen diesen etwas 
nach und Pferde- und Rinderserum sind unter allen am wenigsten 


wirksam. 


III. Beziehung der Bruttemperatur zur Wirkung von Chloroform 
und Toluol auf Proteolyse durch Serum. 

Mit behandeltem und unbehandeltem Hundeserum wurden drei Versuchsreihen 
mit Zusatz von resp. Chloroform, Toluol und Chloroform und Toluol zusammen 
hergestellt wie iiblich. Jede dieser Reihen wurde zweifach angefertigt, und die eine 
bei einer héheren und die andere bei einer tieferen Temperatur gleichzeitig bebriitet. 
Die Bruttemperatur wihrend der Versuchsdauer wurde mit Registrierapparaten 
verfolgt und kontrolliert. Sie unterliegt nur geringen Schwankungen; die eine bewegt 
sich zwischen 39,5° und 40° C, die andere zwischen 36° und 36,5°C. Am Ende der 
Versuchstage wurde der gelieferte Amino-N nach Van Slyke bestimmt. (Tabelle 
VI.) 

Vergleicht, man die zwei oben angefiihrten Tabellen miteinander, 
so findet man, dass die Toluolreihen bei behandeltem Serum (b, 2 und 
5) die grésste und die bei unbehandeltem (a, 2 und 5) die kleinste 
Menge Spaltprodukte lieferten und ferner, dass beide Serumarten bei 
héherer Bruttemperatur (a, 2 und b, 2) mehr N produzierten als bei 
tieferer (a, 5 und b, 5). Also bei Anwendung eines verhiltnismiissig 
unschiadlichen Antiseptikums, wie Toluol, geht Proteolyse bei héherer 
Bruttemperatur lebhafter vor sich als bei tieferer. Bei Chloroform- 





10) Stephanund W ob], Z. f. d. ges. Exp. Med., 1921, 24, 391. 
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und Chloroform-Toluolreihen liegt die Sache ganz anders. Diese Reihen 
weisen bei unbehandeltem Serum (a, 1, 3, 4, und 6) mehr und bei behan- 
deltem (b, 1, 3, 4, und 6) weniger Spaltprodukte als die Toluolreihen 
(a und b, 2 und 5) auf, was den Befund der vorangehenden Versuche 
noch einmal bestatigt. Im eklatanten Gegensatz zu den Toluolreihen 
geht aber bei chloroformhaltigen Reihen Proteolyse bei héherer Brut- 
temperatur schwiicher vor sich als bei tieferer (vgl. a, b, 1 und 4). 


Tabelle VI. 


Beziehung der Bruttemperatur zur Wirkung von Chloroform und Toluol auf Pro- 
teolyse durch Hundeserum. 


(a) (b) 


Unbehandeltes Hundeserum Behandeltes Hundeserum 








Amino-N (mg) Amino-N (mg) 

















Versuchsreihe|, Brut- Sebettunastens Bret Bebrii ts 
F tempera- ebrutungstage temper- |___—Pebriitungstage — 
wi RASTER ES Gt STEP ESE: 








1Chloroform-| 40°C | (0,48) | 1,77 | 2,25 | 2,49| 40°C | (0,47)| 4,12 | 5,20] 6,34 
1,77 











2 Toluol 40°C 0,76 3,19| 40°C 7,50 | 9,54 |11,87 
3 Chloroform-| 
Toluol- 40°C 2,38 | 3,13 | 3,48 | 40°C 5,20 | 5,11 | 7,90 
‘getrennt) 
4Chloroform-| 36°C 2,38 | 3,13 | 3,48| 36°C 5,20 | 7,00 | 8,64 
5 Toluol- | 36°C 0,31 | 1,18 | 2,02} 36°C 6,20 | 8,14 | 9,66 
6 Chloroform- 
Toluol- 36°C 2,02 | 3,28 | 4,18 | 36°C 5,84 | 7,60 | 9,60 





























(getrennt) 


Das ist leicht verstindlich, weil Protease bei héherer Temperatur von 
einem differenten Mittel wie Chloroform stairker beeintrichtigt wird 
als bei tieferer. Auch in diesem Versuche lieferten, wie bei den vorangeh- 
enden Versuchen, die Toluol-Chloroformreihen mehr Spaltprodukte 
als die einfachen Chloroformreihen. 

Bei dieser Sachlage muss man bei Untersuchungen der Serum- 
protease je nach dem zu gebrauchenden Antiseptikum den Einfluss 
der Bruttemperatur geniigend beriicksichtigen. 


Schluss. 


1. Wenn man zur Untersuchung der Serumprotease genuines 
Serum verwendet, muss man als Antiseptikum Chloroform oder noch 
besser Chloroform und Toluol zusammen gebrauchen, um die Ferment- 
wirkung zur vollen Entfaltung zu bringen. Hierbei wirkt Toluol allein 
fast gar nicht. 
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2. Wenn dagegen Serum mit einem Aktivator, wie Azeton, 
vorbehandelt wurde, ist Anwendung von Chloroform eher schidlicher. 
Man bebriitet dabei behandeltes Serum einfach mit einem indifferenten 
Mittel wie Toluol als Antiseptikum, um die Serumprotease vor weiterer 
Schidigung durch differente Chemikalien zu bewahren. 

3. Bei Schwankungen der Bruttemperatur tiben Chloroform 
sowie Toluol differente Einfliisse auf sie Proteolyse durch Serum aus. 




















Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


VI. Mitteilung. 


Optimale Reaktion und Temperatur der Serumproteasewirkung. 
Von 
DR. KUHEI OKUBO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. S. Yamakawa der Kaiserlichen 
Universitat zu Sendai.) 





I. Optimale Reaktion des Mediums. 


Unter den Proteasen findet Pepsinase bekanntlich ihre optimale 
Reaktion in stark saurer, autolytisches Ferment in schwach saurer und 
schliesslich Tryptase und Peptidase in neutraler oder schwach alka- 
lischer Reaktion. Wie verhalt sich nun die Serumprotease in dieser 
Hinsicht? Zur Klarung dieser Frage kam der Puffer zum Gebrauch, 
mit dem das Wirkungsoptimum der Serumprotease im Vergleich zu 
Pankreassaft und autolytischem Ferment untersucht wird. 

Als Fermentlésung wurden behandeltes Serum (1:4), verdiinnter Pankreassaft 
(T & 2) und wisseriger Extrakt von Hundeleber herangezogen. Fiir letzteren wurde 
die Leber eines frisch getéteten Hundes in kleine Stiicke zerschnitten und mehrmals 
mit destilliertem Wasser ausgewaschen, um sie méglichst von Blutbestandteilen zu 
befreien. Die Substanz wurde dann in einen Morser gebracht, mit Seesand griindlich 
zerrieben, mit destilliertem Wasser versetzt und durch Gazetuch wiederholt abfil- 
triert, sodass eine homogene Filiissigkeit entstand. Auf diese Weise wurde die Ge- 
websmasse mit 20 Teilen destillierten Wassers behandelt. 

Als Substrat standen gekochtes Rinderserum und Kuhmilch zur Verfiigung. 

Durch Mischung von M/10 Essigsiure, Natriumazetat und I und II Phosphat 
in bestimmten Verhiiltnissen nach M ic h ae1is” wurde Pufferlésung mit verschied- 
enen Wasserstoffexponenten hergestellt, deren Werte in den Tabellen nach 8 ér- 
ensen® mit pH angegeben wurden. 

Jede Probe erhielt nun je 20 ccm Ferment- und Substratlésung und noch eine 
gleiche Menge einer Pufferlésung und wurde unter Zusatz von Antiseptika 3 Tage 
lang in den Brutofen gestellt. 


Aus der Tabelle (I) ersieht man, dass sich die Serumprotease von 
Menschen und verschiedenen Tieren immer in neutraler oder schwach 





1) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin, 1914, 189. 
2) Sérensen, Bioch. Z., 1909, 21, 131. 
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alkalischer Reaktion auf Lackmus (pH = 6,7-7,3) am wirksamsten 
erweist. Bei einem iiber und unter diesem Optimum liegenden pH wird 
die Wirksamkeit des Ferments immer schwicher und unter pH = 4,1 
bleibt das Ferment fast wirkungslos. Dieser optimale Wasserstoff- 
exponent fiir Fermentwirkung gilt gerade ebenso ruf Pankreassaft 
dagegen nicht fiir Gewebsferment,® dessen Optimalreaktion in einer 
schwach sauren liegt (pH = 5,2). 


II. Resistenz gegen Erhitzung. 


(a) Unbehandeltes Serum. 


Genuines Serum von Menschen und verschiedenen Tieren bzw. verdiinnter Pan- 
kreassaft wurden im Wasserbade bei resp. 55° C, 60°C und 70°C 30 Minuten lang 
erhitzt. Das Serum wurde vorher durch physiologische Kochsalzlésung ums doppelte 
verdiinnt, um es méglichst vor Koagulation infolge Erhitztung zu bewahren. Die 
Kontrollprobe wurde natiirlich nicht erhitzt, sondern bei Zimmertemperatur belassen. 
Bei eiweissarmem Pankreassaft geschieht die Verdiinnung nicht durch Kochsalzlésung, 
sondern durch Rinderserum, weil Fermente iiberhaupt von gleichzeitig vorhandener 
Eiweisslésung gegen Hitze geschiitzt werden. Rinderserum selbst wirkt, wie gesagt, 
im genuinen Zustande unter gleichzeitiger Anwendung von Chloroform und Toluol 
proteolytisch fast gar nicht. 

Jede Probe enthilt 10 cem Serum (1:2), baw. Pankreassaft-Rinderserumgemisch, 
25 ecm Nutroselésung (8°%) und 0,4 cem Chloroform und 4,0cem Toluol. Bebriitung 
geschieht 1, 3 und 5 Tage lang im Brutofen bei 38° C. 


Aus der Tabelle (II, a und b) ergibt sich, dass das proteolytische 
Vermdégen erhitzten Serums mit der Héhe der angewandten Temperatur 
immer stirker beeintrichtigt wird. 

Also bei 55°C erhtizte Sera behalten ihre fermentative Kraft 
noch geniigend stark, wie friihere Arbeiten von Jobling und 
Petersen® und von Yamakawa bewiesen.» Dagegen wurde 
der Befund von Fresemann® und Stephan und Wohl,” 
dass Serumprotease infolge halbstiindiger Erhitzung bei 55°C an 
Kraft eher verstirkt wird, durch meine Untersuchung nicht bestitigt. 
Bei 60° C und dariiber erhitzte Sera liefern nur verschwindend kleine 
Mengen Spaltprodukte, die als Fehlergrenze betrachtet werden kénnen. 


3) Salkowski, Z. klin. Med., 1890, 42, Suppl., 77. Bradley, J. Biol. 
Chem., 1915, 22, 113; 1916, 25, 261. Nakagawa, Mitteil. med. Fac. Kaiserl. 
Univ. Tokyo, 1902, 25, 67. 

4) Jobling und Petersen, J. Exp. Med., 1915, 21, 248. 

5) Yamakawa, J. Exp. Med., 1918, 27, 689. 

6) Fresemann, Folia Mikrobiol., 1912, 1, 3. Zit. nach Zbl. Bioch., 1912, 
13, 611. 

7) Stephan und Wohl, Z. ges. Exp. Med., 1921, 24, 391. 
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Auch in dieser Beziehung verhalt sich Pankreassaft im allgemeinen 
ebenso. wie Serum. 


(b) Behandeltes Serum. 


Mit diesem wurden zugleich bei Serumprotease die Schutzwirkung zugesetzter 
Eiweisslésung gegen Hitze zu untersuchen versucht. Behandeltes Hundeserum 
und Pankreassaft wurden zuniichst ohne oder mit Substrat einer Erhitzung von 55° C 
resp. 60°C 30 Minuten lang ausgesetzt. A-Proben wurden also mit 20 ccm Sub- 
stratlésung erhitzt und dann mit 20 ccm destilliertem Wasser versetzt und bebriitet. 
Bei B wurden dagegen Proben zuerst mit Wasser versetzt, erhitzt und erhielten dann 
nachtriglich Substrat. Proben C wurden als Kontrolle nicht erwirmt. 


Direkte Erhitzung des Fermentes ohne Substratzusatz (B) iibt 
starke Beeintrichtigung sowohl bei Serumprotease als auch bei Pan- 
kreassaft aus. Nach 30 Minuten langer Erhitzung bei 55° C sinken 
sie schon stark, bei 60° C bei weitem noch stirker. Bei Erhitzung mit 
Substrat (A) schiitzt indessen das zugesetzte Eiweiss die Fermente 
vor schidlicher Einwirkung der Erhitzung betrichtlich.” Diese 
Schutzwirkung ist bei beiden untersuchten Fermenten ebenfalls zu 


beobachten. 


III. Optimaltemperatur der Serumproteasewirkung. 

Es wurde hier die Optimaltemperatur der Hundeserum- sowie der Pankreas- 
proteasewirkung untersucht. Jede Probe erhielt 20 ccm behandelten Hundeserums 
bzw. verdiinnten Pankreassaftes (T, 2,5), 25 ecm 8 %-ige Nutroselésung und 4,0 
ecm Toluol. Bebriitung erfolgte S Studen lang im Wasserbade bei verschiedenen 
Temperaturen. (Tabelle IIT.) 

Im gegebenen Falle wirkt Serumprotease bei 40°-45°C und 
Pankreassaft bei 4714°-50° C am stirksten. Diese optimale Tempera- 
tur hingt aber stark von der Eiweisskonzentration des Substrates ab, 
wie die folgende Tabelle zeigt. (Tabelle IV.) 

Optimaltemperatur der Serumproteasewirkung geht also mit 
steigender Eiweisskonzentration des Mediums immer héher, und 
zwar findet man dabei immer mehr Spaltprodukte (vgl. auch IV. Mit- 
teilung, Kap. 2.). Nach diesem Ergebnis scheint Serumprotease bei 
einer Temperatur iiber 40° C lebhafter zu wirken als bei einer darunter, 
muss dann aber durch geniigend hohe Eiweisskonzentration des 
Mediums vor Zerstérung infolge Hitze geschiitzt werden. 





8) Bayliss, Arch. d. Scienc. Biol., St. Petersburg, 1904, 11, Suppl., 268 
Vernon, J. Physiol., 1904, 31, 346. 
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Tabelle III. 
Optimale Temperatur der Serumproteasewirkung. 
Behandeltes Hundeserum (1:4) bzw. 


, Pankreassaft 20,0 cem 
(a) u. (b) Nutroselésung (8 %) 20,0 ccm 





























Toluol (4,0 ecm) 
(a) . (b) 
Amino-N (mg) | Amino-N (mg) ae 
a 8-stiindige Bebriitung | a 8-stiindige Bebriitung 
temperatur | 2 rr eee rs 
(Wasserbad) Behandeltes | Pankreassaft} (Wasserbad) | Behandeltes | Pankreassaft 
Hundeserum (TS 2,5) Hundeserum (TS, 2,5) 
! } | 
Siceeae alc tia hei 
60° C 0,17 0,58 | 55° C 0,78 1,858 
55° C 068 | 174 ‘|| 52%°C 1,72 2:76 
50° C 1,96 2,42 | 50°C 2,61 3,26 
40° C 2,19 2,08 |} 471°C 2,66 3,42 
30° C 1,52 0,54 45°C 3,00 3,09 
20° C 0,45 0,14 421%°C 2,94 2,93 
(Kontrolle) (0,58) (0,49) 40°C 2,94 2,32 
| 371%°C 2,44 1,77 
36° C 2,11 1,60 
'| (Kontrolle) (0,55) (0,44) 











Tabelle IV. 
Schutzwirkung des Substrateiweisses. 


Behandeltes Hundeserum (1:4) 20,0 eem 
Nutroselésung (12%, 8% und 4%) 20,0 cem 




















Toluol (4,0 eem) 
Amino-N (mg). (8-stiindige Bebriitung) 7 
Bebriitungstem ratur Konzentration der Nutrose 
(Wasserbad) a -» 
12 % 8 % 4% 
55° C 2,52 2,01 | 1,75 
50° C 3,75 2,64 2,25 
45°C 4,31 2,63 2,42 
42144°C 4,36 3,85 2,58 
40°C 4,03 3,77 2,75 
37%°C 3,75 3,52 2,92 
35° C 3,53 3,14 2,47 
Kontrolle) . (0,48) 








Schluss. 


1. Serumprotease von Menschen und verschiedenen Tieren 
(Meerschweinchen, Hund, Schwein, Kaninchen) wirken in neutraler 
noch mehr in schwach alkalischer Reaktion auf Lackmus am inten- 
sivsten, wie Pankreassaft (pH etwa 7,0). Sie sind gegen Saure sehr 
empfindlich, gegen alkalische Reaktion, soweit sie nicht zu stark ist, 
resistent, ganz im Gegensatz zum Gewebsferment. 
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2. Serumprotease wird durch 30 Min. lange Erwirmung bei 55° 
C etwas abgeschwiacht, bei 60°C aber fast ganz vernichtet. Pankreas- 
protease verhalt sich gegen Erwirmung fast wie Serumprotease. 

3. Optimale Wirkungstemperatur der Serumprotease liegt gegen 
40°-45° C, die der Pankreasprotease gegen 45°-50° C. Sie hiaingt aber 
stark von der Konzentration des Mediumeiweisses ab, das die Protease 
vor Hitzewirkung schiitzt. 
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The Antagonism between Potassium and Calcium Ions 
Observed from Their Effect on the Gas 
Metabolism of Blood. 


By 
KINTARO YANAGI. 


(From the Laboratory of Prof. T. K ato’s Medical Clinic, Tohoku Imperial 


University, Sendai.) 


The well known importance of various inorganic ions for the 
existence of all living things has recently again attracted the attention 
of biologists. Not only the special effect of each ion upon life phe- 
nomena, but also some peculiar characters revealed in their correlative 
action, especially the phenomena of antagonism, have been made 
interesting objects of investigation. 

Loeb” following Ringer observed the antagonism between 
univalent and polyvalent cations and noticed that each ion has a 
different optimal concentration in this reaction. Lillie,” who also 
proved the existence of such antagonism, found that the antagonistic 
action is dependent upon the electric charge, valency, electrolytic 
tension, etc. of the ions. It has been shown by the works of Loeb,” 
v. Eisler® Osterhaut,®» MacCallum® and others that 
among polyvalent cations divalent ones, especially Ca’, Mg” and Ba’, 
are the most effective antagonists to univalent cations. Of the 
divalent cations that of calcium is representative and is most important 
in relation to life phenomena. 

The important univalent cations are sodium and potassium, 
whose relation to calcium is important in regulating the mechanism 
of life phenomena. Zondek” has named this balance between 





1) Loeb, Amer. Journ. Physiol., 1900, 3, 327; 1902, 6, 411. 

2) Lillie, Amer. Journ. Physiol., 1901, 5, 56; 1902, 7, 25; 1904, 10, 419; 
1906, 17, 89. 

3) Loeb, Biochem. Zeitschr., 1907, 6, 351. 

4) v. Eisler, Zentralbl. f. Bacteriol., 1909, 61, 546. 

5) Osterhaut, Univ. California Publ., Botany, 1905, 2, 317. 

6) MacCallum, Univ. California Publ., Physiol., 1905, 2, 93. 

7) Zondek, Biochem. Zeitschr., 1921, 121, 87. 
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Na’ and K’ on one side and Ca” on the other side ‘“ Physiological 
Unity.”” How many important procedures of life are regulated through 
the antagonism of K" and Ca” can be seen from the studies of many 
investigators.” So I started to determine whether this antagonism 
of K’ and Ca” is also exhibited in their action on the gas metabolism 
of blood, and came to a conclusion, which enables us to look into the 
mechanism of this antagonism. 

Method of Procedure and Precautions Taken in the Operation. All 
experiments were carried out aseptically. Blood was taken from the 
carotid artery of normal rabbits, weighing from 1.8 to 2.3 kilos, into a 
porcelain dish and defibrinated with a glass rod, being saturated with 
oxygen at the same time. Each 1.5-2.0 c.c. of the blood was put into 
a glass bottle of about 3 c.c. capacity, containing three glass beads. 
The bottle was then filled with liquid paraffin and stoppered air tight 
with a glass stopper. The bottles were placed in a shallow porcelain 
water-bath in an incubator at 37° C. They were placed in the water- 
bath in order to minimize the effect of heat radiation from the walls of 
the incubator, which may prevent the uniform warming of the bottles, 
or of a temporary variation of the temperature from opening the door. 
They were frequently shaken to avoid the sedimentation of the blood 
corpuscles. 

The washing of the blood with another solution was repeated three 
or four times, the solution being centrifugalized each time for 15 
minutes at 2000 rotations per minute. The washed blood was then 
made up with the solution to its former volume and distributed in 
uniform suspension into the bottles, as already described. 

The concentration of salt solutions, which were to be added to the 
blood, was chosen so that the desired amount of the salt was reached 
by adding 0.01 or 0.02 c.c. of the solution to each 1.0 c.c. of blood. 
The solutions ,were made with water redistilled for the elimination of 
carbon dioxide. 

The salts used were all chlorides (K ah1baum) in order to do 
away with the influence of different anions. 

When an interval of time was unavoidable between the collection 
of the blood and its manipulation, the specimen was preserved in an 
ice chest, covered to prevent access to bacteria, on the one hand, 
and to minimize any alteration in the blood through the respiration of 





&) See Zondek, Klin. Woch., 1923, 382; Kraus, Mediz. Klin., 1922, 1515. 
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the corpuscles, on the other. At the time of determination the bottle 
was thoroughly shaken. 

The oxygen unsaturation and capacity of the blood were deter- 
mined with Barcrof t’s® differential blood gas apparatus designed 
for 1 e.c. 

The results are recorded in charts. The ordinates are the per- 
centage of the unsaturation to the capacity, and the abscissae the time 
interval. The curves of various conditions are thus registered at one 
view. The reason why I have preferred the per cent value of the 
unsaturation to its absolute value lies in the fact, that, although 
according to Sogen' the oxygen capacity of blood is invariable for 
a few days, each sample obtained from the same blood in my experi- 
ment may have a slightly different concentration according to the 
frequency of the shaking of the bottles, so that the values of the capacity 
and the unsaturation are not absolute. 

As the curves of the rate of oxygen consumption (briefly the 
reduction curves) of blood may show more or less divergence according 
to the different kinds of blood and manner of treating them, I confined 
myself to a comparison of the qualitative and quantitative differences 
in the nature of the curves as related to one and the same blood and 
manner of manipulation. 

The technical error is within 1 or 2 %, a negligible value. Hence 
I omitted the control curves of technical errors in order to avoid com- 
plexity of figures (see Fig. 2). 


REDucTION CURVES OF NORMAL RasBsit BLoop. 


The blood of fifty rabbits had an oxygen capacity ranging from 
123.160 to 201.736 c.mm., or an average of 157.0 c.mm. per 1 c.c. 
Blood of the oxygen capacity near the average value was most fre- 
quently dealt with. Those values correspond to the haemoglobin 
content, calculated from Haldane’s'™ standard haemoglobinometer, of 
71.4 %-109.0 %, the average was 84.8 %. I ventured to use blood 
of such a wide range of haemoglobin content, since it was not necessary 
to consider the similarity of the absolute value through all experiments, 
as only the relation of the curves from the same blood is to be compared. 





9) Barcroft, The Respiratory Function of the Blood, Cambridge, 1914, 
290. 

10) Sogen, Tohoku Journ. Exp. Med., 1920, 1, 367. 

11) Haldane, see Barcroft, 295. 
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’ At first, I observed the rate of oxygen consumption of normal blood 
which had been in no way manipulated after defibrination (Fig. 1). 

It is seen that, although there is some individual variation, the 

reduction of the blood takes place according to a definite rule. Namely, 
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Fig. 1. Reduction curves of normal rabbit blood. 
Oxygen capacity of 1 ¢.c. of blood: 1, 195.229 e.mm., 2, 168.783 e.mm., 3, 182.392 
c.mm., 4, 188,323 c.mm., 5, 188.845 c.mm. 











TABLE 1. 
Time| Oxygen unsaturation | Oxygen capacity Reduction rate 
(hrs.) |(e.mm.) (0° C., 760 mm.)|(e.mm.) (0° C., 760 mm.)| %) 
- | 
— 188.323 — 
1 16.949 | ‘i 9.0 
2 25.800 ss 13.7 
3 31.832 5 16.9 
4 41.439 188.357 22.0 
5 42.380 a 22.5 
6 47.457 188.323 25.2 
7 51.957 Ad 27.6 
8 54.594 . 29.0 
9 58.973 | - 31.3 
10 | 65.913 188.412 35.0 d 
11 | 70.433 188.323 37.4 8 
12 73.446 fe } 39.0 y 
13 | 84.756 ei: 45.0 
14 | 114.124 188.346 60.6 
15 | 152.613 188.323 82.1 
16 168.907 “ 90.5 : 
17 182.277 8 96.8 
18 205.272 . 109.0 
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blood reduces itself: fairly rapidly during the first 3-4 hours and then 
slowly for 5-10 hours, and is reduced quickly again in the following 
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hours until it completely consumes its own oxygen store or more in 
15-18 hours. A typical case of this relation is given in Table 1. 

Yamakita™ has reported also that rabbit blood having a 
haemoglobin content of about 70-80 % consumes oxygen amounting 
to 30-50 % of its own capacity in 10-11 hours at body temperature. 
My results correspond roughly to these values. 


REpvucTION CuRVES OF BLOOD WASHED WITH PHYSIOLOGICAL 
SOLUTIONS. 

In order to observe the effect of salts added in slight amount, it 
is necessary to minimize the interference of unknown kinds of salt 
previously contained in the blood in unknown concentration. For 
this purpose I washed the blood with three physiological solutions in 
the manner already mentioned and estimated their reduction rate. 
An example of the reaction is illustrated in Fig. 2. 
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Fig. 2. Variation of reduction rate of blood in different solutions. 1, normal 
defibrinated blood. (Here is an instance for the extent of technical errors demon- 
strated with two series of controls.) 2, blood washed with saline solution. 3, blood 
washed with glucose solution. 4, blood washed with Ringer’s solution. 


As the figure shows, the blood which is washed with a 0.85 % saline 
solution reduces itself most rapidly, and the one washed with a 4.5 % 
glucose solution more slowly, while the reduction of the blood washed 
with Ringer’s solution (0.9 % NaCl, 0.035 % NaHCO,, 0.042 % 





12) Yamakita, Tohoku Journ. Exp. Med., 1922, 3, 567. 
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KCl, 0.024 % CaCl.) proceeds at the slowest rate, like that of un- 
washed blood. Five experiments of this kind gave coincident results. 

Thus, judging by the reduction rate, it may be stated that blood 
washed with Rin ger’s solution is the nearest to the unwashed blood, 
that is, the natural one. Next to Ringer’s solution comes the iso- 
tonic glucose solution, while the physiological saline solution seems to 
be the most unnatural as far as the gas metabolism of the blood is 
concerned. 

The unfavorable effect of the latter is probably due to the excess 
of sodium ions in solution, which may make it less favorable for the 
activity of the blood cells than the pure glucose solution, in which they 
are able to live, though diluted, in their own buffering without changing 
their osmotic pressure. It was also found by Warbur g™ that the 
rate of respiration of sea urchin eggs in pure saline solution is one 
hundred times as rapid as in sea water. However, for washing the 
blood in the following experiments I first used the glucose solution 
because I wanted to know the single effect of each ion without any 
interference from other salts. 


THe Errect oF Potassium ION UPON THE REDUCTION RATE 
oF BLoop. 


The effect of salts was examined in only two concentrations, 
strong and dilute, since in most experiments it is difficult to compare 
various concentrations having only a slight difference, because of the 
restricted amount of blood, and also because the salts contained in the 
blood itself can not be entirely washed away. 

In all instances I have chosen as the dilute concentration M/100, 
which is obtained by adding 0.01 c.c. of M solution to each 1 c.c of 
blood; and, as the strong concentration, M/10, made by adding 0.02 c.c. 
of 5 M solutipn. 

An effect of the potassium ion upon the reduction rate of the blood 
appeared in all cases. One of them is illustrated in Fig. 3. 

It is seen that the addition of potassium chloride at a concentration 
of M/100 apparently accelerates the reduction of blood, while at a 
concentration of M/10 it gives rise to an inhibitory effect following a 
preliminary slight acceleration. The accelerating effect of the potas- 
sium ion on the reduction rate is also demonstrable at a concentration 





13) Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1910, 66, 305. 
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of M/200, but it is difficult to trace the effect to lower concentration 
limits because of the inconstancy of the conditions commonly accom- 
panying such an experiment with blood. It is not fair to test a concen- 
tration stronger than M/100 unless one does not accept the agglutination 
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Fig. 3. Effect of K* on the reduction rate of blood. 1, blood washed with 
glucose solution. 2, the same with addition of M/100 KCl. 3, the same with M/10 
KCl. 
of the blood cells as a factor influencing the reduction rate of blood, 
a tendency which is demonstrable even at a concentration of M/10. 

Now, in the case of the M/100 concentration the acceleration of 
reduction sometimes continues progressively, the reduction being 
completed earlier than the control, and sometimes goes on at a gradu- 
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ally decreasing rate, finally turning towards inhibition (cf. Figs. 5 and 











6). This fact is probably due to the difference in sensitiveness of blood 
cells to the same concentration of salt. 
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Fig. 4. Effect of Ca‘* on the reduction rate of blood. 1, blood washed with 


glucose solution. 2, the same with addition of M/100 CaCl,. 3, the same with 
M/10 CaCl. 


Tue ErFrect OF THE CALCIUM ION UPON THE REDUCTION 
Rate oF Buoop. 


As in the preceding experiment, calcium chloride was tested at two 


concentrations, M/100 and M/10. An example of this series of ex- 
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periments is given in Fig. 4, which illustrates a case carried out with 
the same blood as in Fig. 3. 

In all experiments it has been shown that M/100 calcium acceler- 
ates the reduction of blood more intensely than does potassium of the 
same concentration during the first hours. Its action changes to in- 
hibition later (cf. Figs. 5 and 6). At a concentration of M/10 the 
action of calcium is contrary to that of potassium; its action is in- 
hibitory throughout. Thus, in the case of calcium the inhibitory 


ante 
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Fig. 5. Counterbalance of effects in the combined action of K‘andCa™. 1, blood 
washed with glucose solution. 2, the same with M/100 KCl added. 3, the same with 
M/100 CaCl, 4, the same with M/100 KCl + CaCl. 


tendency is dominant. It has already been noticed that potassium 
also may sometimes show an inhibitory tendency in a concentration 
of M/100. This fact indicates that both potassium and calcium ions 
have the same kind of effect upon the reduction rate of blood, differing 
only in intensity. 

In the following experiments the combined influence of both ions 
will be observed. In them, only the concentration of M/100 is used, 
since at the concentration of M/10 the action of both ions is inhibitory, 
differing only slightly in intensity. 
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RepuctTion Rate or Buioop. 








CoMBINED EFFEcT oF POTASSIUM AND CALCIUM IONS ON THE 


The reduction rates of blood with M/100 KCl, M/100 CaCl, 
and M/100 KCl + M/100 CaCl, are compared with the control; an 


example of these experiments is given in Fig. 5. 


The graphs show that both potassium and calcium ions accelerate 
reduction when they act separately; the effect of calcium is at first 
stronger, but in the later period it shows the inhibitory tendency earlier 


than potassium. 


7 
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Fig. 6. Counterbalance of effects in the combined action of K* and Ca‘. 1, blood 


washed with glucose solution. 2, the same with M/50 KCl added. 
M/50 CaCl,. 4, the same with M/100 KCI + CaCl.. 


3, the same with 
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But in the combined action of both ions, in which their individual 
effects are counterbalanced, the reduction curve runs upwards very 
slowly, almost coinciding with that of the control blood. 

The control curve in this case shows a peculiar course, i.e. it begins 
to rise steeply earlier than usual, a type of curve sometimes observed in 
blood washed with glucose solution. 

It must be remembered that in the case of the combined action of 
both ions the concentration of the salt is double that of the single 
action. Since, as already described, a strong concentration of both 
salts has an apparently inhibitory effect on the reduction rate, it may 
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Fig. 7. Counterbalance of effects of K* and Ca” in various concentrations. 1, 
blood washed with glucose solution. 2, the same with addition of KCl + CaCl, in 
M/200 concentration. 3, same with KCl] + CaCl, in M/100 concentration. 4, same 
with KCl + CaCl, in M/50 concentration added. 


be considered that the observed effect of the combination of both ions 
must be no other than the result of inhibition caused by the doubled 
concentration. This led me to study the reduction curve after doubling 
the concentrations of the single salts. The results are given in Fig. 6. 

It is seen that the combined salt action discussed above is ap- 
parently not merely the result of doubled concentration, since when 
acting separately each ion in the two-fold concentration accelerates 
the reduction. while the combined action gives a curve resembling that 
of the control blood, although in the later period it goes more slowly. 
This antagonistic effect of the combination of both ions is also de- 
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monstrable in various concentrations. In Fig. 7 curves, showing the 
combined effect in the concentrations of M/200, M/100 and M/50, 
are given. ; 

Here all the curves run almost parallel and in nearly the same 
course as the control curve. But it is noteworthy that the greater 
the concentration the higher the reduction curve in the earlier and the 
lower in the later period of observation. 
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Fig. 8. Effect of saline solution upon the antagonism of K* and Ca‘. 1, blood 
washed with saline solution. 2, same with M/100 KCl added. 3, same with 
M/100 CaCl. 4, same with M/100 KCl + CaCl. 
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Tue Errect oF Potasstum AND CaLciuM IoNs UPON THE REDUCTION 
Rate OF BLoop WASHED WITH SALINE SOLUTION. 

It is of interest to observe the effects of ions upon the blood washed 
with 0.85 % saline solution instead of with glucose solution. In several 
tests which were repeated, a uniform result was always obtained. One 
of them is illustrated in Fig. 8. 

It shows that both potassium and calcium ions applied separately 
accelerate the reduction rate of blood in exactly the same manner as 
when the blood is washed with glucose solution, but when they are 
combined they give rise to a stronger acceleration of reduction than 
either of them alone, a reaction opposite to that exhibited by glucose- 
washed blood. 

This apparently perverse phenomenon is due presumably to the 
presence of sodium ions in the saline solution employed for washing. 
The curve of the single action of the calcium ion is, in this case indeed, 
the result of its effect antagonized by the predominance of sodium ions, 
so that the calcium ion has no more reserve of antagonizing power. 
Thus, the potassium ion added to the latter may be able to exercise 
its full power without opposition just as when it is applied alone. This 
consideration is supported by the fact that both in quality and quantity 
of acceleration rate the relation of the curve showing the combined 
action of both ions to that of the calcium ion is similar to the relation 
of the curve of the potassium ion to that of the control blood. I tried 
to justify this conclusion by testing the relation of the three ions with 
blood washed with glucose solution. 


THE RELATION OF THE Sopium Ion TO PoTASsIUM AND 
Caucrium Ions. 

In this experiment I determined only two points for each curve 
for the sake of the economy of blood, because it was necessary to 
compare a number of curves using the same blood. 

The results are shown in Fig. 9. It is evident that the sodium 
ion accelerates the reduction rate to a slight degree, the potassium ion 
accelerates it more strongly, and the combination of both ions causes 
the strongest acceleration, probably owing to the combination of the 
effects of each ion. 

On the other hand, the combined action of the sodium and calcium 
ions gives rise to a retardation in the reduction rate, while adding the 
potassium ion to this combination again restores the accelerating effect. 
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Fig. 9. Relation of Na’ to K' and Ca’. 1, blood washed with glucose solution. 
2, same with M/100 NaCl added. 3, same with M/100 KCl added. 4, same with 
M/100 NaCl + KCl. 5, same with M/100 NaCl + CaCl, 6, same with M/100 
NaCl + CaCl, + KCl. 


Also, in this case the relation of the latter to the former resembles the 


relation of the potassium curve to the control. 
That the curve of the combined action of the sodium and calcium 
ions shows such an inhibitory effect in opposition to that of the calcium 
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ion in the preceding case (Fig. 8), seems to be explained by the different 
quantity of the sodium ions in both cases. 

From this experiment one may believe that a synergy exists be- 
tween the sodium and potassium ions to a slight extent and each of 
them acts antagonistically to the calcium ion. 


THE EFFECT OF THE MAGNESIUM ION ON THE REDUCTION OF BLOOD 
AND Its RELATION TO SopiumM, Potassium AND Ca.tcium Ions. 


Finally, the relation of the magnesium ion to the others was ob- 
served, as it is also a bivalent cation of the alkaline earths like calcium. 

Ostwald™ has pointed out that magnesium has the effect of 
increasing the toxicity of a pure physiological salt solution. M elt z- 
er and Auer’ showed the existence of an antagonism between 
magnesium and calcium ions with respect to nerve function, and 
Joseph and Meltzer the antagonism of magnesium to both 
sodium and calcium. Lillie’? had demonstrated that magnesium 
acts antagonistically towards sodium, as does calcium, but with 
lesser intensity than the latter. In short, as regards the position of 
magnesium, the opinions of investigators are yet unsettled, and they 
are generally inclined to believe that magnesium occupies a peculiar 
position lying between the alkali and the alkali earth metals.'® 

My experiment shows that the magnesium ion accelerates the 
reduction rate in the earlier hours and inhibits it in the later ones, 
just as the calcium ion does when it is applied in a concentration of 
M/100. Ina concentration of M/10, however, the effect of magnesium 
resembles that of potassium, since it retards reduction after a pre- 
liminary acceleration. Further, the magnesium ion seems to act an- 
tagonistically to the sodium and potassium ions, and to have a slight 
synergistic action with the calcium ion, as is seen from Figs. 10 and 11. 

Thus, while every salt ion accelerates the reduction rate of blood 
in a concentration of M/100, the combination of magnesium ion with 
sodium or potassium ion results in neutralizing the effect of each, and 
the reduction curve becomes an inhibitory one, while the curve of the 





14) Ostwald, Arch. f. ges. Physiol., 1905, 106, 568. 

15) Meltzerand Auer, Zentralbl. f. Physiol., 1908, 21, 788. 

16) Josephand Meltzer, Zentralbl. f. Physiol., 1909, 23, 350; 1910, 24, 7. 
17) Lillie, Amer. Journ. Physiol., 1909, 24, 459. 

18) See Hé ber, Physical. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe, Berlin, 1914, 546. 
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combined action of magnesium and calcium runs a little higher than 
that for any one of the individual ions. 
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. Fig. 10. Effect of Mg” and its antagonism to Na’. 1, blood washed with glu- 
cose solution. 2, same with M/100 NaCl added. 3, same with M/100 MgCl. 4, 
same with M/100 NaCl + MgCl... 5, same with M/10 MgCl. 


Based on this result, it is apparent that magnesium gives rise to 
an effect of the same kind as the other three and that it ranges between 
potassium and calcium in intensity of influence. 

This fact is correlated, as Zondek' has pointed out, with the 
relation of the position of magnesium to those of potassium and calcium 





19) Zondek, Le. 
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in the periodic system. I can not, however, determine the position of 
magnesium from this result alone. 
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Fig. 11. Relation of Mg” to K* and Ca”. 1, blood washed with glucose solu- 
tion. 2, same with addition of M/100 KCl. 3, same with addition of M/100 MgCl.. 
4, same with M/100 CaCl, 5, same with M/100 MgCl. + CaCl: 6, same with 
M/100 KCI + MgCl. 


Errect or Soprum, PotasstumM, MAGNEsIUM AND Ca.Lcrum Ions ON 
THE HypROGEN ION CONCENTRATION OF BLOOD. 

Many hypotheses have been offered for the solution of the question 

as to what special characteristics of the ion these particular effects of 

each salt are to be ascribed. One attributed them to the electric 
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charge, the other to the valency, and a third to the chemical nature 
of each ion. However, all these are only external phases derived from 
differences in the atomic weight. Therefore, in principle, the character 
of each ion should depend upon the peculiarity or individuality of the 
atom. 

Kraus and Zondek™® have recently offered an interesting 
hypothesis with regard to the matter. They say that the antagonistic 
effect of the electrolytes can be considered as a resultant of a disturbance 
of hydrogen and hydroxy] ion equilibrium (i.e. the hydrogen ion con- 
centration), which is caused by the action of electrolytes on the tissue 
colloids. 

Therefore I investigated the effect of the ions tested above upon 
the hydrogen ion concentration of the blood in order to see whether or 
not this hypothesis is justified. 

Method of Procedure. In carrying out this experiment, the ideal 
method is to compare the reduction rate and the hydrogen ion con- 
centration of blood at the same time with the same material. But it 
is difficult to do both in one sample because of the small amount of 
blood and the time required. Hence, I investigated the hydrogen ion 
concentration separately under the same conditions as in the previous 
experiments and then again repeating the experiments of gas analysis, 
with special caution about the hydrogen ion concentration, confirmed 
the constancy of the results relating to the reduction rate previously 
obtained. 

In the previous experiments I used blood which had been kept from 
the air at 37° C. Blood preserved in this way contains varying 
amounts of carbon dioxide due to respiration. It is difficult to deter- 
mine the hydrogen ion concentration of such blood without changing 
its condition. 

For this reason I preserved blood, covered but not stoppered air 
tight, in an ice chest, and determined its hydrogen ion concentration at 
room temperature. The hydrogen ion concentration of blood pre- 
served in this way does not change for about three days, as shown by 
Lundsgaard.”™ This is because of the low respiration of blood 
cells in the ice chest? where they seem to be inactive. 


20) Kraus and Zondek, Klin. Woch., 1922, 996. 
21) Lundsgaard, Biochem. Zeitschr., 1912, 41, 247. 
22) Yamakita, lc. 
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Of course, the hydrogen ion concentration varies with the change 
of temperature, but the difference in the hydrogen ion concentrations 
of blood at both room and body temperature is, according to L. 
Michaelis and Davidoff, almost constant, and it amounts 
on an average to only pH = 0.21. 

On the other hand, it is well known from various investigations 
that hydrogen ion concentration varies proportionately to the tem- 
perature. Therefore, I believe it is reasonable to use the values ob- 





Fig. 12. Gas electrode. P is filled with mercury. 


tained at room temperature as relative figures for 37° C. With these 
considerations the experiments were performed as follows: 

The manner of treating the blood and adding salts was exactly 
the same as that in the experiments on the reduction rate. The de- 
termination of the hydrogen ion concentration was carried out electro- 
metrically, following L. Michaelis,?® with a capillary electro- 
meter and a slide wire scale, using a saturated calomel electrode. 

As the gas electrode, I used at first Hasselbalch’s*® three- 
way electrode, but finding it unsuited to my purpose, because of the 
length of time necessary for determining the value, I employed L. 





23) L. Michaelis and Davidoff, Biochem. Zeitschr., 1912, 46, 131. 
24) L. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, Berlin, 1914. 
25) Hasselbalch, Biochem. Zeitschr., 1913, 49, 451. 
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Michaelis and Gyemant’s*® pear-shaped electrode exclus- 
ively. As I modified the manipulation of it for the convenience of my 
purpose, it will be described here in detail (Fig. 12). 


The capacity of the electrode is about 5 c.c. 1 c.c. of blood or other fluid is 
poured into it from A, with B and D closed. After stoppering with the platinum 
electrode, P, hydrogen gas is introduced from C by lifting P a little to allow the air 
to escape for about 1 minute. After P has been tightly stoppered, C is closed, and then 
hydrogen gas is again passed from B with escape from C till the bubbles of blood fill 
the electrode when C is closed and the electrode is shaken horizontally about 100 
times with the hand, without allowing the rubber tube to become loose from B. Then 
D is opened, and the blood is expelled as far as E by admitting a little hydrogen gas 
from B; then B is closed, the rubber tube loosened and the hydrogen ion concentration 
is immediately determined, repeating the reading at intervals of 5 minutes, till a con- 
stant value is reached. The pH value of the blood thus manipulated is settled in 5 
minutes at the earliest or in 20 minutes at the latest. I considered the value as 
constant when it was obtained twice successively. The reason why I did not use B 
from the beginning was to minimize foaming. Nevertheless I used B finally for the 
sake of its advantages in being able to drive out the air entirely and to fill the space, 
DE, with the blood saturated with hydrogen. 


All determinations in these experiments were made with this 
electrode. I used it also for analyzing blood, since it is also handled 
as are other solutions under the partial pressure of carbon dioxide in 
the atmosphere. 








TABLE 2. 
. ‘ Temper- | | Temper- | i} Temper- 
essa | Time! ature =. || Time | stipe =. || Time! ature Ro 
eo (t°C.) | a | (t° C.) | | e°c.) i™ 
1 | Ob 20’ 18.0 | 7.94 — — — || 4530’ 19.0 8.08 
2 0640’ 15.0 | 7.61 — = — | 5°00’ 18.0 7.70 
3 0» 40’ = | 7.60 |} — | — | 55 30’) 15.0 | 7.82 
4 | Ob 20’ <4 7.90 || — | — | — ||/5"15") 17.0 | 7.93 
5 | 0810) * | 7.56 || 3430" 17.0 | 7.64 || 5815’) 18.0 | 7.69 
6 | 1007 | 7.76 || 300) 16.0 | 7.91 || 7500’) 16.0 | 8.01 
7 =|0830) = =| 7.73 || 2810" 17.0 | 7.74 || 5840 19.0 | 7.79 
8 ; OF 30’ ™ | 7.86 || 2500’) 16.0 | 7.87 || 4530’) 18.0 7.89 
9 |1500; “ | 7.96 || 3500 “ | 7.96 || 6®00' 15.0 | 8.00 
10 036’) “| 7.89 || 2550", “|: 7.89 || 5830} 16.0 | 7.91 
11 0» 40’ Pa | 8.09 || 3840’) 17.0 | 8.09 ! 6510’, 18.0 | 8.09 





In Table 2 the temperature is that of the bath of KCl, saturated 
at room temperature. The time is the interval between the collection 
for defibrination and analysis, the interval between washing and 
analysis, and the interval between salt addition and analysis. 

As Table 2 shows, the hydrogen ion concentration of defibrinated 
rabbit blood, determined, within an hour after collection, at room 





26) L. Michaelis and Gyemant, Biochem. Zeitschr., 1920, 109, 165. 
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temperature between 15° C. and 20° C., amounts to pH = 7.56-8.09. 

L. Michaelis?” reported figures for the arterial and venous 
blood of rabbits as pH = 7.47-7.53, and that of defibrinated ox 
blood pH = 7.73-7.91. This difference in the pH value between 
the former and the latter leads us to suppose an increase of pH value 
through the action of defibrination, although they are from different 
animals. Héber*® has mentioned that blood increases its alka- 
linity through the evaporation of carbon dioxide, when it is exposed 
to tne air. Evans*® has demonstrated that the fresher the blood 
the more carbon dioxide it contains, and also that the loss of carbon 
dioxide is accelerated by a rise of temperature. According to 
Hasselbalch*® oxyhaemoglobin acts as a weak acid in driving 
out carbon dioxide, and this action increases proportionally with the 
alkalinity of blood. From these facts it is evident that a defibrination 
of blood in the open air, and saturating it with oxygen at the same time, 
accelerates the loss of carbon dioxide. 

As it is a well known fact that the hydrogen ion concentration of 
blood is proportional to the amount of free carbon dioxide in it, it will 
be well understood that the pH value of blood in my results is larger 
than usual and that it shows a tendency to increase more or less with 
the length of time between collection and analysis. 


THE HyproGEN ION CONCENTRATION OF BLOOD WASHED WITH 
PHYSIOLOGICAL SOLUTIONS. 

Samples of the same blood were washed with an isotonic (4.5 %) 
glucose solution, a physiological (0.85 %) saline solution and 
Ringer’s solution, made as already described. The hydrogen ion 
concentration is given in Table 3. 

It will be seen from the table that washed blood is more acid than 
the original blood. This is apparently the case in the blood washed 
with Ringer’s solution, since the washed blood has become more 
acid than the solution used. This corresponds to the fact observed 
by Hasselbalch and Lundsgaard*™ that the reaction of 
blood corpuscles is more acid than serum. 





27) L. Michaelis, Le. 

28) Héber, Le. 

29) Evans, Journ. Physiol., 1922, 66, 146. 

30) Hasselbalch, Biochem. Zeitschr., 1916, 78, 112. 

31) Hasselbalch and Lundsgaard, Biochem. Zeitschr., 1912, 38, 
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In the course of time the blood washed with glucose solution more 
or less regains its alkalinity. In the blood washed with saline solution 
this tendency is very small, and in the sample washed with Ring er’s 
solution it is almost unrecognizable. 


TABLE 3. 
(‘‘ Glucose blood ” indicates blood washed with the isotonic glucose solution, and 
“1. pH = 6.89” that the reaction of the glucose solution employed in the first 


case was pH = 6.89.) 




















(16° C.) 7.89 


(16° C.) 6.91 


(16° C.) 7.70 


(16° C.) 7.84 





5» 30’ 


4» 20’ 


45 20’ 
(16° C.) 7.74 


4 30’ 
(16° C.) 7.85 


Normal ' Glucose blood | Saline blood Ringer blood 
defibrinated | 1. pH = 6.89 | 1. pH = 7.05 | 1. pH =8.12 
| blood | 2. pH = 6.97 | 2. pH = 7.09 2. pH = 8.06 
Ob 40’ 0» 30’ | Q» 20’ | 0» 20’ 
(15° C.) 8.09 (16°C.) 7.00 | (16°C.)7.80 | (16°C.) 8.01 
1 3» 40’ 2» 30’ 2» 00’ 2» 00’ 
(17° C.) 8.09 (17° C.) 7.06 (17° C.) 7.80 (17° C.) 8.01 
| 610’ | 4» 50 4» 30’ 4» 50’ 
(18° C.) 8.09 (18° C.) 7.09 (18° C.) 7.80 (18° C.) 8.02 
+8 
| 0» 30’ | 0» 30’ 0» 20’ | 0b 20’ 
(15° C.) 7.89 | (15° C.) 6.39 (15° C.) 7.67 | (15° C.) 7.83 
2 | 2h 50’ | 1» 10’ | 1» 30 | 1» 30’ 
| | | | 
| | | 


(16° C.) 7.91 


(16° C.) 6.91 


HypRoGEN ION CONCENTRATION OF BLOOD witTH SALTS ADDED. 


Blood was washed with the glucose solution or with the saline 
solution, to which salts were added as previously described, and pre- 
served in an ice chest in order to determine its reaction after a certain 
interval of time. At first I determined the hydrogen ion concentration 
of defibrinated blood soon after the collection, then a greater part of 
it was washed and determined again. At the same time salts were 
added to portions of the washed blood distributed in several bottles. 
All the samples of blood were preserved in an ice chest and determined 
within one or two hours, and again after three or four hours as shown 
in Table 4. Both defibrinated and the washed blood without any 
addition of salt were also tested every time in order to show that the 
change in the reaction of blood with the addition of salt is not due to the 
time duration only. 

It is also evident that an increase in acidity occurs in the blood 
In fact, it becomes more acid than the wash 


washed with glucose. 
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solution itself, as already noticed in the blood washed with Rin ger’s 
solution. The tendency for the alkalinity of the blood treated in this 
manner to increase with time is more apparent in Table 4. In the 
blood to which salts have been added the reaction becomes more 
alkaline than the control in the same length of time. The blood to 
which calcium has been added becomes more alkaline than does that 
to which potassium has been added in the same concentration. 

As regards the individual salts, the stronger the concentration the 
more alkaline the blood becomes. The addition to the blood of po- 
tassium and calcium combined is followed by a greater alkalinity than 
the separate use of either. 

Furthermore, it may be remarked that the blood with either of 
them added remains unchanged or becomes a little more acid in four 
to five hours, while in the sample with both salts added the alkalinity 
increases more or less during the same interval. This relation is also 
the same in the case of the blood washed with saline solution. 

Now, since in Table 4 the time of analysis is not quite the same for 
each blood sample, I will give in Table 5 the results as obtained after 
the same interval, 30 minutes after the salt has been added simultan- 
eously. 

TABLE 5. 


(M/100 KCl indicates that M/100 KCl has been added to the glucose blood and the 
determination is made at the same time.) 


(1) opmeg t = pH = 7. ~ (2) Glucose blood pH = 6.91 
M/100 = 7.2 M/100 CaCl, = 7.30 
M/100 CaCl, = 7 3 M/10 CaCl, = 7.64 

(3) Glucose blood pH = 6.91 (4) Saline blood pH = 7.70 
M/100 CaCl, = 7.30 M/100 KCl = 7. “4 
M/100 KCl + CaCl, = 7.47 M/100 CaCl, = 7.83 

M/100 KCl + CaCl, = 7. 91 


It is seen here that calcium gives rise to a greater alkalinity than 
does potassium and that this action of increasing the blood alkalinity 
is proportional to the concentration of the salts. A combined use of 
both salts results in a greater alkalinity of the blood than does the 
addition of either of them separately. 

Similar effects upon the hydrogen ion concentration of the blood 
are also demonstrable with sodium and magnesium (Table 6). 
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TABLE 6. 

(1) Glucose blood pH = 6.78 (2) Glucose blood pH = 6.78 
M/100 NaCl = 7.37 M/100 MgCl. = 7.54 
M/100 MgCl, = 7.54 M/100 CaCl, = 7.61 
M/100 NaCl + MgCl, = 7.71 M/100 MgCl, + CaCl, = 7.68 

(3) Glucose blood pH = 7.00 (4) Glucose blood pH = 6.78 
M/100 CaCl, = 7.55 M/100 KCl = 7.47 
M/100 MgCl. + CaCl, = 7.79 M/100 KCl + NaCl = 7.54 


All four ions have the effect of increasing the alkalinity of blood 
in the order: Na’-—K’—Mg'—Ca"™, and when any two of them are 
combined, the effect is greater than that of any of them when used 
alone. 

DIscussION. 

Some of the factors influencing the respiration of blood cells are 
not fully elucidated. Concerning the oxygen-combining and reduction 
rate of blood, it was proved that under given conditions the addition 
of acids accelerates reduction (M at hison*) and inhibits oxygen- 
ation (Oinuma™). Kato™ has proved that alkali hastens 
oxygenation and retards reduction. But, as to the cell respiration 
itself, Loeb?) Warburg™® and Herbst” have proved that 
alkalis (as OH) accelerate the oxidation process of animal cells and 
consequently increase their respiration rate. 

Then, if the acceleration of the reduction rate of blood observed 
in my experiments is due to the alteration of the blood reaction caused 
by the addition of salts, it should be ascribed only to the increased 
alkalinity. However, as already observed, the hydrogen ion concen- 
tration is not in full accord with the rate of acceleration, because in 
spite of the great rapidity of reduction which is shown in the blood 
washed with the saline solution, its reaction is more acid than that of 
normal blood or the one washed with Ring er’s solution. 

Also, in one case of blood to which salts were added, the blood to 
which a univalent and divalent cation had been added at the same time 
is more alkaline than the blood to which either of them is added alone, 





32) Mathison, Journ. Physiol., 1911, 43, 347. 

33) Oinuma, Journ. Physiol., 1911, 43, 364. 

34) Kato, Biochem. Journ., 1915, 9, 393. 

35) Loeb, Arch. f. Entwick. Mechanik, 1898, 7, 631; Biochem. Zeitschr., 
1907, 2, 81. 

36) Warburg, Le. 

37) Herbst, Arch. f. Entwick. Mechanik, 1904, 17, 416. 
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while its reduction goes on more slowly than that of the latter, so that 
it is almost parallel to the control blood. If the antagonism of ions 
is caused by the change in the hydrogen ion concentration, it must 
follow that the pH value of the blood with combined ions added ap- 
proaches most closely to that of the control blood. But this is not the 
case. Moreover, in the concentration of M/10 all ions evidently retard 
the reduction rate, while the alkalinity of blood thereby becomes 
greater than that of the control blood. The only thing to be explained 
by the change in the hydrogen ion concentration is the synergism of the 
ions. 

In short, the antagonism between the potassium and the calcium 
ions, the main problem of this investigation, observed from their effect 
on the reduction rate of blood can not be wholly explained by the al- 
teration in the hydrogen ion concentration of blood caused by their 
presence. It is to be ascribed to some unknown characteristic of each 
ion. 

SUMMARY. 

1. Curves showing the rate of oxygen consumption in normal 
rabbit blood, defibrinated in the air, are given. 

2: Among the blood specimens washed with various physiological 
solutions, that washed with Rin ger’s solution seems to be the most 
natural, the one washed with isotonic glucose solution the next, the 
one washed with saline solution the most unnatural. 

3. Sodium, potassium, magnesium and calcium ions have, in M/100 
concentration, an effect augmenting the oxygen consumption of blood, 
its intensity increasing in this order, proportionally to the atomic 
weight. But the duration of the augmentation diminishes in inverse 
proportion to its intensity. 

All four ions show, in the concentration of M/10, an evident 
inhibitory effect, whose intensity varies in the same order as before. 

4. Between potassium (resp. sodium) and calcium (resp. mag- 
nesium) ions an antagonism is recognizable, and a slight synergistic 
effect is observed between potassium and sodium ions, on one side, 
and between calcium and magnesium ions, on the other. 

5. The hydrogen ion concentration of rabbit blood, defibrinated 
and fully oxygenated in the air, amounts at room temperature between 
15° C. and 20° C. to pH = 7.55-8.09 in eleven cases. 

6. Sodium, potassium, magnesium and calcium ions increase the 
alkalinity, in other words, diminish the hydrogen ion concentration, 
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of blood in this order. The intensity of the effect is proportional to 
the concentration. 

When any two of them are applied in combination, the alkalinity 
of the blood increases more intensely than in the case of one alone. 
In no case is a counterbalancing effect recognizable, as observed in the 
case of the reduction rate of blood. 

7. The antagonism between potassium (resp. sodium) and calcium 
(resp. magnesium) ions observed from their effect upon the gas meta- 
bolism of blood can not be explained merely by the alteration in the 
hydrogen ion concentration of blood; in other words, the antagonism 
of these ions revealed in their biological action is not simply on account 
of the physico-chemical changes brought about by them. One may 
conclude that this antagonism is to be ascribed to an unknown char- 
acter peculiar to each ion. 


I wish to express my obligation to my teacher Professor K. Miura in Tokyo, 
who has sent me to this Laboratory for the investigation of blood gases, and to Dr. 
K. Inouye, Professor of Biochemistry in Sendai, who has had the kindness to let 
me continue my work in his Laboratory in determining hydrogen ion concentration, 
following the fire which broke out in this Laboratory early this year. 











Uber den Einfluss der Blutgase (des Sauerstoffs und der 
Kohlensaure) auf die Senkungsgeschwindigkeit 
der Erythrozyten. 
Von 
WASHIMI ITO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. K ato, Universitat 
zu Sendai.) 


Seit der wertvollen Veréffentlichung von Fahraeus” iiber 
die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrozyten sind zahlreiche Ar- 
beiten in Bezug auf die Natur der Senkung erschienen. Insbesondere 
hat man bemerkt, dass die Senkungsgeschwindigkeit durch viele mit dem 
Gewebszerfall einhergehende Zustiinde beschleunigt wird, wahrend 
ihre Verlangsamung nur bei einigen pathologischen Fallen vorkommt. 

Nach Maccabruni” und Komatsubara® nimmt die 
Senkungsgeschwindigkeit umgekehrt zum anwachsenden spezifischen 
Gewicht des Blutplasmas ab, sodass sie umgekehrt proportional zu 
letzterem ist, wihrend dies von manchen Autoren bestritten wird. 
Allgemein wird angenommen, dass sie beschleunigt wird, wenn sich 
die Zahl bzw. das Volumen der roten Blutkérperchen vermindert, 
was aber von Bennighof,® Sadlon,® Bardach,® Popper 
und Wagner,” Léhr,®» Watanabe” undKomatsubara’™ 
verneint wird. Einen bedingten Einfluss des Himoglobingehaltes 
auf sie nimmt Biirker'? an. Wiahrend viele Autoren darin iiberein- 
stimmen, dass je grésser die Viskositéit des Blutes ist, desto schneller 





1) Fahraeus, Biochem. Ztschr., 1918, 89, 355. 
2) Maccabruni, ref. Berichte ii. d. ges. Physiolog., 1921, 8, 49. 
3) Komatsubara, Kokka-Igaku-Zasshi (jap.), 1923, 337. 
4) Bennighof, Miinch. med. Wochenschr., 1921, 1319. 
5) Sadlon, Klin. Wochenschr., 1922, 1907. 
6) Bardach, Arch. f. Kinderheilk., 1922, 70, 114. 
7) Popper u. Wagner, Medizin. K1., 1920, 922. 
8) Léhr, Mitteil. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chirurg., 1922, 34, 229. 
9) Watanabe, Aichi-Igakkai-Zasshi (jap.), 1922, 29, 341. 
10) Komatsubara, l. ec. 
11) Biirker, Minch. med. Wochenschr., 1922, 577. 
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die Erythrozyten sinken, nehmen Tsuda und Tsutsumi” ein 
gerade umgekehrtes Verhiltnis an, und Murakami"™ behauptet, 
dass die Viskositait tiberhaupt keinen Einfluss auf die Senkungsgesch- 
windigkeit ausiibt. Die Vermehrung des Eiweiss- und Salzgehaltes 
im Blutserum ruft eine Beférderung der Senkung hervor. Eine solche 
Wirkung des Salzgehaltes wird aber von Nishikata™ negiert. 

Beziiglich der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes nehmen 
Tsuda und Tsutsumi! an, dass die Senkungsgeschwindigkeit 
des Blutes um so mehr abnimmt, je mehr seine Wasserstoffionenkon- 
zentration sich vom isoelektrischen Punkt entfernt, eine Ansicht, die 
Nishikata™ nicht bestitigen konnte. Ebensowenig fand K i m- 
ura!” irgendeine enge Beziehung der Azidose zur Senkungsgesch- 
windigkeit. 

Was die Blutgase anbetrifft, so bemerkten Westergren,'® 
Pribram und Klein,’ Kovacs™ und Leendert z™® u.a. 
verlangsamte Senkung bei zyanotischen Zustiinden und fiihrten dies 
auf die Kohlensiureanhaufung im Blut zuriick. Sonstige ausfiihr- 
liche Mitteilungen iiber die Wirkung der Blutgase liegen nicht vor. 

In vorliegender Arbeit werde ich den Einfluss der Blutgase, d. h. 
des gebundenen Sauerstoffes und der Kohlensiure im Blut, auf die 
Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen, wie ich ihn kiirz- 
lich eingehend untersucht habe, kurz mitteilen. 


Methodik der Untersuchung. 


Simtliche Untersuchungen wurden am Menschenblut ausgefiihrt. 
Dem durch Venenpunktion gewonnenen Blut wird ein Viertel Volum 
3,55 % iger® Lésung von Natriumzitrat hinzugefiigt, 15 ccm dieses 
Gemisches in ein Tonometer aufgenommen und mittelst einer Mole- 





12) Tsuda uy, Tsutsumi, Keio-Igaku (jap.), 1921, 1, 721. 

13) Murakami, Kyoto-Igakkai-Zasshi (jap.), 1922, 19, 681. 

14) Nishikata, Iji-Shinbun (jap.), 1923, 992. 

15) Tsuda u. Tsutsumi, lL. ec. 

16) Nishikata,l.e. 

17) Kimura, Nippon-Gekagakkai-Zasshi (jap.), 1923, 23, 1325. 

18) Westergren, Klin. Wochenschr., 1922, 1359. 

19) Pribramu. Klein, Acta med. scand., 1923, 58, 132. 

20) Kovacs, Deutsch. med. Wochensch., 1923, 785. 

21) Leendertz, Deutsch. Arch. f. klin. Med., 1921, 137, 234. 

22) Nach Leendertz und Gromel|lski mit dem Menschenblut isotonisch. 
Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1922, 94, 114. 
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kularpumpe 20-30 Minuten lang aspiriert, um den gréssten Teil der 
Blutgase zu entfernen. Weitere Behandlung ist je nach dem Sauer- 
stoff oder Kohlensiureversuche etwas verschieden. 

Beim Kohlensaiureversuche .«rfihrt man folgendermassen: 5 
trockene mit einigen Glasperlen versehene Wiigeflaschen mit 3 ccm 
Inhalt werden vorbereitet. Man 6ffnet und schiittelt das Tonometer, 
um das von Gasen befreite Blut der Zimmerluft auszusetzen und 
beschickt einen Teil (ca. 2,5 cem) des Blutes in die erste Flasche, 
welche mit fliissigem Paraffin ausgefiillt wird (1. Probe). Das Blut 
im Tonometer wird nun mit der aus einem Kip p’schen Apparat 
zugefiihrten Kohlensiure einige Sekunden lang geschiittelt und 2,5 
eem davon schnell in die zweite Flasche versetzt und paraffiniert 
(2. Probe). Auf ahnliche Weise werden drei weitere Blutproben, 
welche im Tonometer verschieden lange der Kohlensiure ausgesetzt 
waren, gewonnen. Die erste bis fiinfte Flasche enthilt Blut mit 
aufsteigendem Kohlensiuregehalt, dessen Sauerstoffgehalt aber keinen 
merklichen Unterschied aufweist (s. Tabelle I). 

Beim Sauerstoffversuche gewinnt man die erste Blutprobe, indem 
man 2,5 ccm des Blutes aus dem evakuierten Tonometer in die Flasche 
iibertrigt, wobei es momentan mit der Luft in Beriithrung kommt. 
Das nun mit Luft gefiillte Tonometer wird einige Sekunden geschiit- 
telt und ein Teil des Blutes in der zweiten Flasche aufgefangen (2. 
Probe). Auf dieselbe Weise bekommt man die dritte, vierte und 
fiinfte Probe. Die letzte Probe hat natiirlich den gréssten Sauerstoff- 
gehalt. Die verschiedene Sauerstoffbindung erkennt man schon an 
der Farbe des Blutes. Alle Flaschen werden mit Paraffin. liquid. 
gefiillt. Dass die minimale Menge Kohlensiiure, welche aus der Zim- 
merluft stammt, ohne Bedeutung ist, ist aus Tabelle II ersichtlich. 

Die Senkungsgeschwindigkeit jeder Blutprobe wird nach Li n- 
zenmeier™ bestimmt: In 5 kleine Glasréhrchen von 5 mm lichtem 
Durchmesser wird je 1 ccm Blut aus den 5 Wageflaschen nach griind- 
lichem Schiitteln aufgenommen, diese werden mit 5 Tropfen fliissigen 
Paraffins bedeckt und in einem Brutofen bei 37°C vertikal stehen 
gelassen. Nach 1, 6 und 24 Stunden liest man die Héhe der Plasmasiiule 
in Millimeter ab. Der iibrige Teil des Blutes in jeder Flasche dient 
zur Bestimmung des Gasgehaltes, der Viskositit und des Erythrozy- 
tenvolumens. Der Gehalt an Sauerstoff und Kohlensiure wird mit- 





23) Linzenmeier, Arch. f. Gyniikol., 1920, 113, 608. 
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telst des Barcroft’schen Differentialgasapparates, die Viskositit 
mittelst des Determann’schen Viskosimeters und das Volumen 
der roten Blutkérperchen mittelst des K 6 ppe’schen Himatokrits 
bestimmt. Um die Beriihrung des Blutes mit der Luft beim Uber- 
tragen in das Roéhrchen u. s. f. zu vermeiden, wird die Luft in der 
Pipette, dem Roéhrchen u. a. durch vorliufiges Einleiten von reinem 
Stickstoff vertrieben. 


1. Der Einfluss des Kohlensauregehaltes des Blutes auf die Senkungs- 
geschwindigkeit. 


Auf die oben beschriebene Weise habe ich die Senkungsgesch- 
windigkeit des Blutes, welches verschieden starke Menge Kohlen- 
siiure enthalt, bestimmt, um die Beziehung der Senkung zum Kohlen- 
siuregehalt des Blutes zu erkennen. Die Daten sind in Tabelle I 


zusammengestellt. 
















































































Tabelle I. 
| rs Senkungsgeschwindigkeit 
é Nach | Nach Nach | 
3 ; 16 Bie Oe. 
2 a i r | | § 
| z le] |@| E 
s g™ | ©) 5 ro E po E ~o | } . 
E | 8] 2 & = S > = oS |e 
3|/8| 2 = = 5 Scis|> g ls 
sig = ne - S = = aa 2 if 
2/5! 4 @ = 9 | o x | o s | 8 | 8 
el} = 1211S |B] € |Bl ele] 2 Zit 
e | ie i) | eo =) — & — LL ome ee) . 
> 1h oO N © < | QA |< a) < a > | 
TE {1 | 0,0719 | 0,1780 | 22,1 30,2 | 30,7| | 2,2 | 37,0 
2 | 0,1886 | +162 | 0,1753 | 20,4) — 7,7 | 30,0) —0,7 | 30,7| | 2,3 | 37,5 
3 | 0,3773 | +425 | 0,1772 | 20,2) — 8,6 | 29,2) —3,3 | 30,2} —1,6| 2,35) 38,0 
4 | 0.5451 | +658 | 0,1761 | 20,11 — 9,1 | 29,7; —1,7| 30,2) —1,6| 2,3 | 38,0 
15 | 06940} +865 | 0,1886 | 19,6: —11,3 | 29,0) —4,0/ 30,2) —1,6 | 2,4 | 38,5 
Il (1 | 0,1148) [ 0,1765 | 21,5) 26,0) | 35,3 1,8 | 35,7 
2 | 0,1454 | + 27 | 0.1792 | 20,8} — 3,3 25,4| —2,3 | 34,7] —1,7 | 1,9 | 36,3 
3 | 0,2268 | + 98 | 0, 1796 | | 21,0) — 2,3 | 25,1) —3,5 | 34,7) —1,7 | 1,95) 36,5 
4 | 03034 | +164 | 0,1796 | | 20, 5 — 4,7 | 24,7) —5,0| 34,3) —2,8 1,95} 36,5 
5 | 0,3655 | +218 | 0,1827 | 19,8} — 7,9 | 23,9] —8,1 | 33,91 —4,0| 2,0 } 37,5 
Il | 1 | 0,0715 0,1969 | 25,5] | 31,0) | 31,4) 2,1 | 39,0 
2 | 0,1159 | + 62 | 0,1965 | 25,3! — 0,8 | 30,5] —1,6| 31,1] —1,0| 2,2 | 39,0 
3 | 0,2087 | +192 | 0,1941 | 25,1) — 1,6 | 30,3) —2,3 —1,0| 2,3 | 39,5 
4 | 0,2574 | +260 | 0,1953 | 24,9) — 2,4 | 30,0, 3,2) 30, 8} —1,9 | 2,3 | 40,0 
___} 5 } 0,3427 |_ +379 | 0,1969 | 43) — 27} 29:8 —3,9 | 30,5] —2,9 | 2,3 | 40,0 
IV | 1 | 0,1140 | | 0,2056 | 20,8) 24,3 j 24 6 2,3 | 37,0 
2 | 0,2586 | +127 | 0,2075 | 19,8) — 4,8 | 24,0) —1,2) 24,3) —1,2/| 2,4 | 37,5 
| 3 | 0,4017 | +252 | 0.2044 | 19,2) — 7,7 | 23,7) —2,5| 24, "3 —1/2| 2'5 | 3810 
4 | 0,5046 | +343 | 0,2032 | 18:9) — 9,1 | 23,6] —2,9| 24,1] —2,0| 2,4 | 39,0 
5 | 0,6724 | +490 | 0.2049 | 18,4) —11,5 | 23,4] —3,7| 24,2) —1,6 | 2,5 | 39,5 
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£ _ —— g 
ok | | 2 
‘ = | E a | | S 
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cint = 3 2 < s 13 siz . | é8|/4 
elif) = |g | 6 | &| &€ |B81 8 |e] & /elF 
oS |F| & 3 . = ma 121/485 12/28 | 21/8 
V {1 | 0,1175 0.1799 | 15,3) 30,6) 31,2), 1,9 | 34,5 
|2 | 03038 | +159 | 0,1772 | 15,1] — 1,3 | 29,7; —2,9| 31,0, —0,6| 1,9 | 34 
3 | 0,4665 | +297 | 01765 | 13,7, —10;5 | 29;7) —2'9 | 31,0, —0,6 | 2,0 | 35,0 
4 one +497 | 0/1694 | 11,8) —22/9 | 29;0 —5;2| 30,6] —1,9 | 2,0 | 35,0 
5 | 0,7923 | +574 | 0.1769 | 10,7) —30.1 | 28,9) —5.6 | 30,5) —2,2| 2:1 | 35,0 
VI |1 | 0,1340 0.1698 | 22,9 20,4 27,2 1,8 | 31,8 
2 02008 + 50 | 0.1706 | 224) — 2,2 | 26,1| —1,1| 27,0, —0,7/ 1,9 | 32,2 
3 | 0.2543 | + 90 | 0,1713 | 22,0 — 3,9 | 25,9] —1,9| 27,0) —0,7 | 1,95) 32,5 
4 | 0,3832 | +186 | 0,1698 | 21,4) — 6,6 | 25,8| —2,3 | 26,8| —1,5| 1,9 | 32,5 
5 | 0,5168 | +286 | 0.1694 | 21.3! — 7,0 | 25.6) —3,0| 26,7) —1,8| 2,0 | 33,0 
Vil {1 , 0,0794 | , 0,1804 | 20,1 31,5] 32,0 2,0 | 36,5 
2 | 0,1749 | +120 | 0,1749 | 19,8} — 1, 5 | 30, 5| —3,2| 31,7| —0,9 | 2,05] 37,0 
3 | 0.2334 | +194 | 0,1729 | 19,1) — 5,0 | 30.0, 4,8 | 31,6) —1,3| — | 37,2 
4 | 0,2708 | +241 | 0.1757 | 18,9] — 6,0| 30,0) —4'8 | 31,6) —1,3| 2,1 | 3735 
5 | 0,4240| +434 | 0,1737 | 18/7] — 7/0 | 30,0. —4'8 | 31/4) —1/9| 2'1 | 37'5 
VIII | 1 | 0,1521 | | 0,1965 | 19,8 24,5 25, 3 | 2,0 | 37,0 
2 0,1949 | + 28 | 0.1894 | 19,1) — 3,5 | 24,2) —1,2| 25,0 —1,2] 210 | 37,7 
3 | 02362 | + 55 | 0.1883 | 18,8 — 5,1 | 24,0 —2/0| 248| —2/0/ 2/1 | 38,0 
|4 0,3765 | +148 | 0,1890 | 17,9) — 9,6 | 23,8| —2,9 | 24,7, —2,4 | 2,15) 38,5 
5 | 0,4913 | +223 | 0.1894 | 17/8) —10,1 | 23:8) —2'9 | 24:7, —2'4| 2'2 | 38,5 
IX |1 | 0,1293 | 0,1839 | 27,4 30,2 31,7 2,0 | 35,5 
2 | 0,1871| + 45 | 0.1851 | 26,0 — 5,1 | 29,6, —2,0| 31/4) —1,0/ 2/05] 36,0 
3 | 0,2834 | +119 | 0,1843 | 24,5) —10,6 | 29,3) —3,0| 31,4) —1,0| 2,15) 36,5 
4 | 0,4087 | +216 | 01843 | 21:7, —20)8 | 29,4) —27 | 31,4, —1,0/ 2/2 | 37,2 
5 | 06202) +380 | 0,1843 | 21,0, —23,4 | 29,2) —3,3| 31,2) —1,6 | 2,3 | 37,3 
X {1 | 0,0707 | 0,2016 | 18,8 21,9 22,2 
2 | 01093 | + 55 | 0.2028 | 18,0| — 4,3 | 21/9) 22'2 
3 | 01525 | +116 | 0,2040 | 17,4) — 7,5 | 21,6] —1,4 | 22,2 
4 | 0,2637 | +273 | 0,2028 | 17,2) — 8,5 | 21,6) —1,4| 22,1] —0,5 
5 | 0,4339 | +514 | 0,2032 | 16,8) —10,6 | 2174) —2'3 | 22/1] —0,5 











Einige Beispiele der Untersuchung sind in folgenden Kurven 
illustriert, welche am Ordinat die Senkungsgeschwindigkeit (im 
Prozentsatz zur Blutprobe 1) und an der Abszisse den Gasgehalt (eben- 
falls im Prozentsatz zur Probe 1) zeigen (Fig. 1). 

Es hat sich herausgestellt, dass die Steigerung des Kohlensiurege- 
haltes des Blutes mit Abnahme der Senkungsgeschwindigkeit einher- 
geht und zwischen beiden ein Parallelismus besteht. Wie aus den 
Kurven ersichtlich, wird der Unterschied der Senkungsgeschwindigkeit 
am ausgepriigtesten nach 1 Stunde, viel weniger nach 6 Stunden, 
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sehr wenig nach 24 Stunden bemerkt. Aus diesem Versuche ersieht 
man auch, dass sich, wie schon bekannt, unter der Einwirkung der 
Kohlensiiure die Viskositaét und das Erythrozytenvolumen des Blutes 


vermehren. 
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Fig. 1. Versuch IV. 
1, nach 1 Stunde. 
2 Stunden 
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2. Der Einfluss des Sauerstoffgehaltes des Blutes auf die Senkungs- 
geschwindigkeit. 

In welchem Masse der Sauerstoff, welcher ans Himoglobin ge- 
bunden ist, die Senkungsgeschwindigkeit des Blutes beeinflusst, ist 
in den folgenden Versuchsresultaten erklirt (Tabelle II u. Fig. 2). 

Wie die Tabelle und Kurven zeigen, hat die Senkungsgeschwindig- 
keit eine enge Beziehung zum Sauerstoffgehalt. Der Sauerstoff des 
Blutes wirkt auf die Senkungsgeschwindigkeit deutlich beférdernd ein; 
je grésser der Sauerstoffgehalt ist, desto schneller sinken die Blutkér- 
perchen. Die Senkungsgeswindigkeit in einzelnen Blutproben zeigt 
nach 24 Stunden wenig Unterschied. Aus den Daten in der Tabelle 
ersieht man auch, dass die Zunahme des Sauerstoffgehaltes im Blute, 
worauf schon O d air a” hingewiesen hat, eine abnahme der Viskositit 
des Blutes zur Folge hat, wihrend das Volumen der Erythrozyten unab- 


hingig davon ist. 





24) Odaira, Tohoku Jl. of Exp. Med., 1921, 2, 396. 
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5 Nach |} Nach Nach | 
| $ : 2 6 St. | 24 St. | 
| § : i! ial mm & 
' | 9 E 2 E E 
si. | 3 El we |B] ww | EF] pe | 5 
£/0 | @ & nai S ae = 7 S 
ae | 3 » _ gs |= g |= s l= 
arom Bie ae e > | 3 > | 2 > | sie 
5 | & a: ft.) = > 3 ls 3 |%3 5 | oli 
Eis| 9 = Ss >| & |2?i ses |2| se |4alb 
> |al 6 s | Od =| Aa };4|/a /4#|/ a |e I/a 
~ T{1 | 0,0550 | 0,1128 | 9,0 25,4 (27,0) #=| |. 
2 | 98 | + 8,9 | 25,7] +1,2| 27:1) +0,4 
3 | 0,0833 | + 51 | 0,1108 |10,5 | +16,7 | 26,1) +2,8 | 27,4) +15 
4 | 0,1376 | +150 | 0,1120 |11,0| +22,2 | 26,3) +3,5 | 27,6) +2,2 
15 | 0,1592 | +189 | 0,1144 |10,8 | +20,0 | 26,5) +4,3 | 27,8) +3,0 
IL} 1 | 0,0295 | 0,1207 {10,7 20,4) 23,5 
2 | 0,0570|} + 93 | 0,1258 |11,4| + 6,6 | 21,0) +2,9| 23,7) +0,9 
3 | 0,0904 | +206 | 0,1191 |11,4 |) + 6,6 | 21,1) +3,4| 24,0 +2)1 
4 | 0,1315 | +346 | 0,1250 |11,8 | +10,3 | 21,6) +5,9 | 24,2) +3,0 
__ 15 | 0,1651 | +460 | 0,1262 [12,1 | +13,1 | 22,0 +7,8 | 25,0) +6,4 a 
fll }1 | 0,0723 ( 0,1053 /11,4 27,0 29,7 
2 | 0,0853 | + 18 | 0,1026 |11,7| + 2,6 | 27,2) +0,7| 29,7 
3 | 0,1124| + 55 | 0,1000 /11,8 | + 3,5 | 27,4) +1,5| 30,0) +1,1 
4 | 01411 | + 95 | 0,1045 |12,3 | + 7,9 | 27,8) +3,0/ 30,2) +1,7 | 
5 | 0,1686 | +133 | 0,1014 |12,0| + 5,3 | 27,8) +3,0! 30,7) +3,4 
IV |1 | 0,0232 | 0,1006 |14,8 25,0 | 24,1 | 
2 | 0,0531 | +172 | 0,0947 |15,1 | + 2,0 | 23,5) +2,2/ 24,6) +2,1| 
3 | 0,1022| +341 | 0,0849 |15,4| + 4,1 | 23,7; +3,0] 24,8) +2,9 
4 | 0,1411 +509 | 0,0916 |15,6] + 5,4 | 23,9) +3,9 | 25,0) +3,7 
___ 15 | 0,1749 | +654 | 0,0865 |16,1 | + 8,8 } 24,2) +5,2| 25,31 +5,0 
Vj1 | 0,0275 | 0,0546 [14,6 28,2! 28,7 
2 | 0.0534) + 94 | 0.0583 |14/6 | 28,4 +0,7 | 29,8) +3,8 
(3 | 0,0931 | +239 | 0,0542 |15,2| + 4,1 | 29,0] +2;8| 30,6) +6,6 
14 | 0,1285 | +367 | 0,0546 |15,6| + 6,9 | 29,1) +3,2/ 30,6 88 
___} 5 | 0,1720 | +525 | 0,0558 |15,5 | + 6,2 | 29 3] - +3,9 | 31,0, +8,0 
VI {1 | 0,0216 | 0,0908 |14,8 25,6 26,5 
2 | 0,0421 | + 95 | 0,0939 14,9) + 0,7 | 25,8) +0,8| 26,6 +0,4) 
3 | 0,0361 | +299 | 0,0900 15,4 | + 4,1 | 26,0) +1,6 | 26,9) +1,5 | 
4 | 0,1108| +413 | 0,0927 |15,4) + 4/1 | 26,3] +2'7| 27,0 +19 | 
15 | 0,1372| +535 | 0,0959 (16,0! + 8.1 | 26,7] +4.3 27,5| +3,8 | 
VIL {1 | 0,018] | 0,1085 |16,1 { 26,1) 27,4 1,75, 28,0 
|2 | 0,0538 | +197 | 0,1077 |16,0 0,6 | 26,2} +0,4| 27,2) —0,7| 1,60, 27,0 
'3 | 0,0723 | +300 | 0,1112 |16,0 0,6 26,2 +0,4 | 27,0) —1,5 | 1,65) 28,0 
14 | 0,0994 | +449 | 0,1116 |16,3 | + 1,2 | 26,4] +1, 2| 27,7) +1,1| 1,40) 28,0 
__|5_} 0,1356 | +649 | 0,1104 |16,6 | + 3,1 | 26,5] +1,5/ 27,8) +1,5 | 1,2 | 280 
VIII | 1 | 0,0197 | 0,0676 | 5,0) | 20,1) | 25,6 2,0 | 33,5 
2 | 0,0829 | +219 | 0,0676 | 5,4| + 8,0 | 20,2) +0,5 | 25,3) —1,2| | 33,5 
13 | 0,1315 | +568 | 0,0672 | 5,6} +12,0 | 20,4) +1,5| 26,5) +3,5 | 1,9 | 33,0 
3 0,1537 | +680 | 0,0703 | 5,7| +14,0 | 20,7| +3,0| 26,8] +4,7| 1,8 | 33,5 
5 | 0,1655 | +740 | 0,0668 | 6,0| +20,0 | 21,0) +4,5! 26,9] +5,1] 1,8 | 33,5 
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gS | Senkungsgeschwindigkeit ; 
| c oaaeiaiin € 
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Da bei allen Proben die Versuchsbedingungen ausser der Dif- 
ferenz des Gasgehaltes gleich bleiben, so kann man mit Recht anneh- 
men, dass der Unterschied der Senkungsgeschwindigkeit, der Viskositiit 
und des Erythrozytenvolumens durch den verschiedenen Gasgehalt 
des Blutes bedingt ist. Bekanntlich ruft die Vermehrung der Kohlen- 
siure im Blute mannigfaltige physikochemische Verinderungen des 
Blutes hervor: Zunahme der Viskositit, des Erythrozytenvolumens, 
des spezifischen Gewichtes des Blutserums, Verminderung des spezi- 
fischen Gewichtes der Erythrozyten, des Wassergehaltes in Serum, 
zugleich Zunahme der festen Bestandteile in ihm usw. (Ham- 
burger®). Die genannten Verinderungen des Plasmas und der 
Blutkérperchen wirken, wie anfangs erwihnt wurde, meistens ver- 
langsamend auf die Senkungsgeschwindigkeit. In Bezug auf den 
Einfluss des Sauerstoffs auf das Blut kenne ich nur die Angabe von 
Odaira,® das die Viskositit des Blutes bei vermehrter Oxyhimo- 
globinbildung abnimmt. Anderseits wurde es vielfach bestitigt, dass 
die Vermehrung des Oxyhimoglobins mit einer Zunahme der Wasser- 
stofionenkonzentration des Blutes einhergeht. Inwieweit diese physi- 
kalischen Verainderungen des Blutes fiir die beschleunigte Senkungs- 
geschwindigkeit verantwortlich sind, kann man vorliufig nicht mit 
Bestimmtheit sagen. Dass der Unterschied der Senkungsgeschwindig- 
keit unter den einzelnen Blutproben mit dem zeitlichen Verlauf all- 
mihlich abnimmt, ist zweifelsohne auf die Atmungserscheinung der 
Blutkérperchen zuriickzufiihren, welche im Brutofen ziemlich lebhafte 
Sauerstoffzehrung und Kohlensiurebildung hervorruft und dadurch 
den verschiedenen Gasgehalt in den einzelnen Proben allmahlich einan- 
der naiher bringt. 

Schlussfolgerung. 

Kohlensiure und Sauerstoff des Blutes wirken gegenseitig antago- 
nistisch auf die Senkungsgeschwindigkeit: Kohlensiure hemmt die 
Senkung der roten Blutkérperchen und Sauerstoff beférdert sie. Dieser 
Einfluss der Blutgase ist ungefihr proportional zum Gasgehalt. 

Infolge der Atmung der Erythrozyten wird der durch verschieden- 
en Gasgehalt bedingte Unterschied der Senkungsgeschwindigkeit im 
Laufe der Zeit allmdhlich geringer. 





25) Hamburger, Osmot. Druck u. Ionenlehre in d. med. Wissenschaft, 
Wiesbaden, 1902, 1, 291. 
26) Odaira, Ll. ec. 














Einfluss der Chloroformnarkose auf die Epinephrinabgabe 
der Nebennieren. 


Von 


SAKUJI KODAMA. 


(Aus dem physiologischen Institute von Prof. Y. Satake, Tohoku 
Universitat zu Sendai.) 


Im Anschluss an den Versuch iiber den Einfluss der Athernarkose 
auf die Epinephrinabgabe der Nebennieren,” habe ich auch die Wirkung 
der Chloroformnarkose darauf studiert. Die Resultate werden in fol- 
genden Zeilen mitgeteilt. 

Altere Berichte tiber den Gehalt des Blutserums an Epinephrin verdienen kaum 
beriicksichtigt zu werden, von der gegenwiirtigen Kenntnis der Epinephrinbestim- 
mung aus betrachtet.” 

Neuerdings konnte Tokumitsu eine Verminderung des Epinephringehaltes 
des ‘‘Cava-Taschen-”’ Blutes (nach ihm “der Epinephrinsekretion”’) bei vier Kanin- 
chen durch Chloroformnarkose konstatieren.» In seiner Publikation gibt es jedoch 
keine Angabe iiber Strémungsgeschwindigkeit des Blutes aus der Tasche. Zur 
Bestimmung des Epinephringehaltes des Blutplasmas wurden das Durchstrémmungs- 
verfahren des Froschschenkelpraparates und die Froschbulbusmethode benutzt. 

Die Kleinheit des Gehaltes der Nebennieren aus dem mit Chloroform narkotisier- 
ten Tiere an chromaffiner Substanz oder Epinephrin wurde auch schon friiher beob- 
achtet.” Es ist kaum nétig hier wieder zu betonen, dass der residuale Fpinephrin- 
gehalt der Nebennieren kaum besondere Bedeutung fiir die Beurteilung der Epine- 
phrinabgabe haben kann. 


‘ 


Als Versuchstier wurde die normale (d.h. nicht de-afferente) 
Katze allein benutzt. Die “Cava-Tasche” wurde unter Athernarkose 
hergestellt. Sofort nach Vollendung der Tasche wurde mit der Atheri- 
sierung aufgehért, und ungefihr zehn Minuten darnach wurden einige 
“Cava-Taschen-” Blutproben zur Kontrolle gesammelt. Die Chloro- 
forminhalation (mittelst der Wolff’schen Flasche) wurde dann 


’ 





1) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 19(23)-24, 4, Nr. 6; J. Biophy- 
sics, 19 (23)-24, 1, Nr. 2. 

2) H.Schurund J. Wiesel, W. kl. W., 1908, 21, 247. N. C. Borberg, 
Skand. Arch. Physiol., 1912, 27, 400. 

3) Yoshi. Tokumitsu, Tokyo-Iji-Shinshi, 1922, 1867. 

4) H. Schur und J. Wiesel, W. kl. W., 1908, 21, 247. N. C. Borberg, 
Skand. Arch. Physiol., 1913, 28, 151. 
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begonnen, einige Blutproben aus der Tasche wurden wieder entnommen 
und nach Aufhéren der Chloroforminhalation ohne oder unter kiinst- 
licher Atmung andere Proben gesammelt. Kiinstliche Atmung wurde 
ausgefiihrt, um médglichst schnell den Chloroformdampf aus dem 
Tier zu entfernen. 

Falls wihrend der Chloroforminhalation die Atmung stillstand, 
wurde auch dann kiinstliche Atmung ausgefiihrt. 

Die tbrigen Manipulationen und Methoden wurden ausgefiihrt, 
wie in unseren friiheren Mitteilungen. 


BeisPre I. 


17. XI. 1922. Katze 3. 9. 3,46 Kg. 























e |. | E | Sp ro 
2 | 2 | 2 eixle! 
a. | = 2s = = a 
. | =} = = =} Se i xs — 
Zeit _ o szsipze is | Seis | Bemerkungen 
1B | & (Se |Folg] 2) 8 | 
|e!|@&is |;SEB/S 1/5 16 
Peis le 12 [2 12/2 | 
; SN | i | a is oO | 
ia Is | 
CC) 1OCj)1F I 
8.35 a.m. | 13,5 | 37,8 | 52 | 186 | + | + | + | "i 
8.40-9.15 | | Unter der Athernarkose 
| .. ‘cava pocket”’ vollendet. 
9.20 | Ather entfernt. 
9.25 | 15,0 | 36,3 | 96 | 206 | —| —| + | 
9.27 | 1+] —| +] 
9.30 | ‘Cava pocket” Proben 
| -II. 
9.31 | | Chloroforminhalation. 
Nach 2-3 Min. stand 
| Atmung still. Mit sofort- 
| iger kiinstlichen Atmung 
| erholt. 
9.40 | “Cava pocket”’ Proben III- 
| IV. 
9.49 | 16,0’| 36,2 | 126 | 166 | —| —} — 
9.50 | “Cava pocket’”’ Proben V- 
9.58 16,5 | 36,1 | 132 | 164} —| —| —| 
10.00 | “Cava pocket’ Proben VII- 
| Vill. 
10.04 | | Chloroform entfernt. Kiinst 
liche Atmung bis zum 
| | | | Ende der X ausgefiihrt. 
10.10 | | ‘Cava pocket’’ Proben LX- 
| | | | } X. 
10.19 | 17,0 | 36,0} 80) 176 | —| — ie 
10.20 | | “Cava pocket” Proben XI- 
| | | | 4 I 
All. 
10.35 | | 102 | 194 | + | —| — 
10.37 “Cava pocket”’ Proben 
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Epinephrinabgabe: 
































| Zeit | Blutfluss (ecm) Epinephrinabgabe (mg) 
Nr. | py | 2d. |———__—— - 
Farbe | Ent- | | Dauer Menge 
nr des | fern. d.| d.Sam-| pro Min. _—_ abe pro Min. 
Probe | Blutes | | Athers | Menge | mel- | ——— “in +2 ‘eer 
| ung | pro | pro | com | pro pro 
| (Min.) | (Sek.) Pier | kg | lier kg 
II | hell 10 36 | 40 154 | 1,56 | 0,00120 | 0,00648 | 0,00187 
| 11 Chloroforminhalation. 
IV | dunkel| 20 3,0 40 | 4,5 | 1,30 { 0,00050 | 0,00270 | 0,00078 
Vl i 30 | 33 75 2,64 | 0,76 | 0,00050 | 0,00158 | 0,00046 
Vill ” 40 | 2,7 50 3,24 | 0,94 | 0,00050 0,00194 | 0,00056 
| | 44 | Entfernung der Chloroforminhalation. 
X; “ | 60 1,0 180 | 0,33 ; 0,10 | 0,00560 0,00199 | 0,00058 
XII | = 60 2,4 60 2,4 0,69 | 0,00200 | 0,00480 | 0,00138 
xiv} “ | 77 | 20 | 120 | 1,0 | 0,29 | 0,00300 | 0:00300 | 0;00087 





Fig. 1. Das indifferente Blut ist an 7 von der II Probe, 


und an 8 von der 1V ersetzt. 





Fig. 2. Das indifferente Blut ist an 14 von der VI 
Probe, und an 15 von der VIII ersetzt. 





Fig. 3. Das indifferente Blut ist an 17 von der VIII 
Probe, und an 18 von der X ersetzt. 
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20. XI. 1922. Katze 4. co. 2,62 Kg. 
| Sh 
}Z/8/68 |f , 
1 2]/¢esPis igigsgiée 
| o | Yaeleie|z 
= &PleE.|sSlslegics 
Zeit S $128 /S4\/Sle/6 Bemerkungen 
r = _? “a im@ola isis & 
g 21/5 |88/3 15/2 
ele? lz -le/8/E 
1 m | 4 “a | © 
| <4 N | 
(°C.) | CC.) ” 
9.35 A.M 1 3.0 | 38,3 | 22 | 200 + + - 
9.15-9.42 U nter der Athernarkose 
| ‘cava, pocket” vollendet, 
dann Ather entfernt. 
9.54 | 15,0 | 363] 68 | 212] +| +] + 
9.55 | | } “Cava pocket”’ Proben I 
9.57 \Chloroforminhalation. 
10.05 15,0 | 36,3 | 148 | 188 | —| —| + | 
10.07 “Cava pocket”’ Proben II1- 
| IV. 
10.15 | 15,0 | 360] 48 | 164/ —| —| + 
10.20 i “Cava pocket’’ Proben V 
VI. 
10.28 16,0 | 362| 48 | 154| —| —] + 
10.30 “Cava pocket’? Proben 
VII-VI1i1. 
10.32 Chloroform entfernt. Kiinst- 
liche Atmung bis zum 
| Ende der X ausgefiihrt. 
10.37 “C a. pocket”’ Proben IX- 
10.50 16,5 | 36,7 60 | 212 + + + 
10.51 ” cog ‘aims ket’’ Proben XI- 
11.05 16,5 | 37,2 | 108 | 216 | + | +] + 
11.10 “Cava a Proben 
XIII-XIV 
Epinephrinabgabe: 
| Zeit | Blutfluss (ecm) | Epinephrinabgabe (mg) 
r. . ee ey ea oe, ce Gee ies ee 
a Farbe : | Dauer | Me nge 
| } en a? yt pro Min. | Menge Sekretion pro Min. 
Pp =| Blutes | Athe - Menge| mel- | -icemiaai = mae 
— | | ung | pro | pro | com | pro pro 
| (Min.) | Bek.) Tier | kg : ‘Tier kg 
“Tl; hell | 13 | 21 | 90 | 1,40 0,53 | 0,00150| 0,00210 | 0,00080 
| 15 Chloroforminhalation. 
IV |dunkel| 25 2,6 90 1,73 | 0,66 | 0,00080 | 0,00138 | 0,00053 
vl; “ | 38 2:6 80 1195 0,75 | 0,00044 | 0,00086 | 0,00033 
Vill; “ | 48 2,5 90 | 1,67 | 0,64 | 0,00044 | 0,00073 | 0,00028 
| 50 Entfernung der Serenltae. 
ss. | 55 1,2 120 | 0,60 | 0,23 | 0,00300 { 0,00180 | 0,00069 
XII| hell | 69 | 22 | 90 | 1,46 | 0,56 | 0,00220 | 0,00323 | 0,00123 
XIV }dunkel| 78 |} 1,3 180 0,43 0,17 | 0,00500 ! 0,00260 | 0,00100 
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Fig. 4. Das indifferente Blut ist an 30 von der II 
Probe, und an 32 von der IV ersetzt. 





Fig. 5. Das indifferente Blut ist an 15 von der VIII 
Probe, und an 16 von-der X ersetzt. 





Fig. 6. Das indifferente Blut ist an 23 von der XII 
Probe, und an 25 von der XIV ersetzt. 
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| Tabelle. 
Einfluss der Chloroformnarkose auf die Epinephrinahgabe. 
Zeit. | Blutfluss (cem) | Epinephrinabgabe (mg) 
| Kor-| Nr. | 2-4: | | 
c= i r- | Ent- Dauer Menge | |Abgabe pro Min. 
perge-| der | . : aeenNeiabaie 
der | wicht | e.p. fern. d.Sam-| pro Min. | Menge | 
Katze Probe | - tat Menge 4 pro pro | in l pro | pro 
: } ecm Tier k 
. F 3 Tier | kg | 8 
os | (Min.) (Sek.) gz 
eS |} 3,13 | II | 10 | 3,1 | 40 4,65 | 1,50 0,00050 |0,00233 10,00075 
6... | 11 Chloroforminhalation. 
1922. | IV|20 | 3,0 | 45 | 4,00/ 1,29 |0,00030(0,00120 0,00039 
| VI | 30 3,1 | 40 | 4,65 | 1,50 |0,00044 |0,00205 0,00066 
VIII | 40 21 | 50 | 2.52) 0.81 |0,00050 0,00151 |0,00049 
| _x 41 Entfernung der Chloroforminhalation. 
| 50 3,0 | 50 | 3,60{ 1,16 ,0,00100 0,00360 |0,00116 
xi 65 39 | 90 | 2,60} 0, 84 |0,00250 0,00650 '0,00218 
2%. | 3,05) If) 12 | 20 | 120 | 1,0 | 0,33 |0,00200 \0,00200 0,00066 
13. XI. 15 Chloroforminhalation. 

1922. | IV | 20 2,0 | 120 | 1,0 | 0,33 |0,00090 |0,00090 |0,00029 
| VI} 35 . } * 1'25| O41 |0,00080 |0,00100 |0,0003:3 
| 43 Entfernung der Cliccdheentahaiiion. 

VIII*) 45 1,2 120 | 0,60 | 0,20 ,0,00230 |0,00138 |0,00045 
. | X | 60 1,0 300 | 0,20| 0,07 |0,00500 0,00100 (9,00033:3 
| XII | 80 17 180 | 0,57| 0,19 |0,00080 |0,00045 |0,00015 
| XIV |100 12 300 0,24 0,08 0,00080 0,00019 0,00006 
* Unter der kiinstlichen Atmunz. Zwischen VIIL und X 
Stillstand der Atmung und sofortige kiinstliche Atmung. 
3. 9. | 3,46 | | II | 10 3,6 | 40 | 5,4 | 1,56 |0,00120|0,00648 |0,00187 
17. XI. | | 11 Chloroforminhalation. 
1922. | | IV | 20 3,0 | 40 | 4,5 | 1,30 {0,00060 {0,00270 |0,00078 
| VI} 30 33 | 7 2'64 0,76 ‘0, 00060 | ‘0, 00158 |0,00046 
VIII | 40 27 | 50 | 3,24! 0.94 10,0060 |0,00194 0,00056 
44 Entfernung der Chloroforminhalation. 
X*| 50 10 { 180 | 0,33) 0,10 |0,00600 ,0,00199 0,00058 
XII | 60 24 | 60 | 2,4 0,69 |0,00200 0,00480 0,00138 
XIV | 77 2,0 120 | 1,0 | 0,29 |0,00300 |0,00300 .0,00087 
| *Unter der kiinstlichen Atmung. 
4.0. 2,64 | IL} 13 2,1 { 90 | 1,40; 0,53 10,00150/0,00210 0,00080 
20. XI. | | 15 Chloroforminhalation. 
1922. | | 1V | 25 2,6 {| 90 | 1,73| 0,66 (0,00080 |0,00138 |0,00053 
VI | 38 2,6 80 | 1,95 | 0,75 |0,00044 |0,00086 |0,00033 
| VIII | 48 2,5 90 1,67 0,64 }0,00044 |0,00073 |0,00028 
50 Entfernung der Chloroforminhalation. 
| X* 55 12 | 120 | 0,60{ 0,23 |0,00300 |0,00180 '0,00069 
| xit}69 | 22 | 90 | 1,46] 0,56 |0,00220 0,00323 |0,00123 
| XIV | 78 1,3 | 180 | 0,43) 0,17 |0,00500 0,00260 0,00100 
| * Unter der kiinstlichen Atmung. 
5. 7. | 2,55] IL] 17 3,2 | 90 | 2,13) 0,84 |0,00050 0,00117 ;0,00042 
22. XI. | 19 Chloroforminhalation. 

1922. | IV] 25 2,9 80 | 2,18{ 0,85 |0,00050 |0,00109 {0,00043 
| VWI | 35 2,2 60 2,2 | 0,86 |0,00040 |0,00088 0,00034 
| VIII | 55 2,2 120 1,10) 0,43 |0,00100 '0,00110 0,00043 

| 59 Entfernung der Chloroforminhalation. 
| X*| 65 10 | 180 0,33 | 0,13 |0,00100 |0,00033 |0,00013 
XII | 87 | 1,6 | 240 | 0,40/ 0,16 |0,00080 |0,00032 |0,00013 
XIV | 97_ | 14 | 240 | 0,35! 0,14 |0,00090 '0,00032 |0,00012 
} | * Unter der kiinstlichen Atmung. 
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| Blutfluss (ccm) Bpimephrins ubgabe (mg) 
, re , € | — 
Nr. | Kér-| Nr. Ent- | Dauer-| Menge | Abgs abe pro | Min. 
der |perge-| der f Ls M; 
Katze | wicht| e.p. | £™?- \d.Sam-| pro Min. _| Menge | 
Probe | 4: A) Menge | mel- | | inl | pro pro 
thers ung | pro | 4 | cem | ‘Tier - 
(kg) (Min.)! (Sek.) | Tier | kg | 
6. od. 3,69 II | 3,9 | 60 | 3,9 | 1,06 10,0009010,00351 10,0095 
27. XI. 14,5 Chloroforminhalation. 
1922. IV | 28 5,3 | 30 {10,6 | 3,87 ,0,00050 .0,00530 0,00194 
VI | 40 42 , 8.4 2,27 |0,00020 |0,00168 |0,00045 
VILI | 53 29 | 60 2,9 | 0,79 10,00080/|0,00132 !0,00063 
58 Entfernung der Chloroforminhalation. 
X*| 63 21 | 90 | 1,4 | 0,38 |0,00350 ;0,00490 |0,00133 
XII | 78 | 19 | 120 0,85 | 0,23 |0,00500 |0,00425 |0,00115 
XIV | 93 13 | es | 0,65 | 0,18 |0,00500 |0,00325 |0,00088 
* Unter der kiinstlichen Atmung. 
7.3%. | 3,01 1/15 | 21 {| 60 | 2,1 | 0,70 10,00050 :0,90105 \0,00035 
29. XI. IV | 20 a | ™ 1,5 0,50 |0,00150 |0,00225 |0,00075 
1922. 21,5 Cc ‘hloroforminhalation. 
VI | 34 1? {| 8 1,28 { 0,42 {0,00060 |0,00077 (0,00025 
vit | 45 | 16 | 90 | 1[07| 0,36 |0,00060|0,00084 0,00019 
x|55 | 16 | 120 | 0801 0,27 |0,00060|0,00048 |0,00016 
57,5 Entfernung der Chloroforminhalation, 
XII | 77 2,4 75 0,64 |0,00080 |0,00154 |0,00051 
XIV | 90 1,7 | 120 O85 \0,00160 |0,00136 |0,00045 











Bei fiinf Katzen unter den sieben hat Chloroforminhalation eine 
hemmende Wirkung auf die Epinephrinabgabe ausgeiibt. 

Der Gehalt des Taschenblutes an Epinephrin war stark vermindert ; 
die Blutstromungsgeschwindigkeit durch die Nebennieren blieb unverin- 
dert, verminderte oder vermehrte sich wihrend der Chloroformin- 
halation, war also unbestindig. Trotzden verminderte sich die 
Epinephrinabgabe pro Zeiteinheit wihrend der Chloroforminhalation 
deutlich. Der Durchschnittswert der anfinglichen Epinephrinabgabe 
bei allen sieben Katzen betrug 0,00083 mg pro Kg Kérpergewicht und 
Minute, und der der minimalen Epinephrinabgabe wihrend der Narkose 
0,00034 mg. Also wurden ungefihr sechzig Prozent der Epinephrin- 
abgabe durch Chloroformnarkose zuriickgehalten. Diese Zahl (60 %) 
stimmt mit der beim Atherversuch ganz gut iiberein. 

Nach Aufhéren der Chloroformzufuhr vermehrte sich der Epine- 
phringehalt des Taschenblutes sehr stark; infolgedessen vermehrte 
sich, trotz Verminderung der Blutstrémungsgeschwindigkeit durch 
die Nebennieren in den meisten Fallen, die Epinephrinabgabe un- 
fehlbar, wenn auch nicht so deutlich. 

Katze 5 und 6 scheinen eine Ausnahme zu bilden; aber bei der 
Katze 6 hatte nur die IV. Taschenprobe einen abnorm hohen Wert 
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im Vergleich zu den anderen Proben derselben Katze. Wenn diese 
eine Probe ausser Acht gelassen wird, macht auch diese Katze keine 
Ausnahme. Nur ist es schwer zu sagen, wie diese Probe mit einem 
so hohen Wert zustande kam. Bei Katze 5 schien die Chloroformnar- 
kose keine Einwirkung auf die Epinephrinabgabe auszuiiben. Sie 
muss also hier als einzige Ausnahme betrachtet werden. 

Die oben erwihnte Wirkung der Chloroformnarkose auf die Epine- 
phrinabgabe ist natiirlich eine Tatsache, welche unter solchen experi- 
mentellen Bedingungen des Tieres wie dem “Cava-Taschen-”’ Experi- 
ment betrachtet worden ist. 


Zusammenfassung. 


Die Chloroformnarkose tibt einen hemmenden Einfluss auf die 


Epinephrinabgabe der Nebennieren aus. 











lie 





Einfluss der intravendsen Injektion des Chloralhydrates 
auf die Epinephrinabgabe der Nebennieren. 


Von 
SAKUJI KODAMA. 


(Aus dem physiologischen Institute von Prof. Y. Satake, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


In den friiheren Mitteilungen konnte ich zeigen, dass Narkotika 
wie Ather? und Chloroform? die “spontane” Epinephrinabgabe der 
Nebennieren beim “Cava-Taschen”’-Versuche hemmend beeinflussen. 

In den folgenden Zeilen méchte ich einige Beobachtungen iiber 
den Einfluss eines anderen Narkotikums, des Chloralhydrats, darauf 
mitteilen. 

An der Katze wurden Herstellung der Cava-Tasche und Einfiih- 
rung einer Glaskaniile in r. Jugularvene unter Athernarkose ausgefiihrt. 
Dann wurde Ather nicht mehr gebraucht. 

Einige ‘‘Cava-Taschen’’-Proben wurden zuerst als Kontrolle 
gesammelt; dann wurde Chloralhydrat (in Dose von etwa 0,1 g pro 
Kg K6rpergewicht) in etwa 10-15 cem Tyrode’scher Lésung 
(NaCl 0,80, MgCl, 0,010, KCl 0,020, NaHPO, 0,005, CaCl, 0,020, 
NaHCO, 0,10, Aq. dest. zu 100,0), bis nahe auf Kérpertemperatur 
erwirmt, in die rechte Jugularvene mittelst einer Glaskaniile sehr 
langsam d. h. in einigen Minuten, unter Beachtung der Herzschlige, 
injiziert. 

Schon wahrend der Injektion wurde das Tier narkotisiert. 

Nach der Injektion wurden ‘“‘Cava-Taschen’’-Proben von Zeit 
zu Zeit gesammelt. Bestimmung des Epinephringehaltes der Taschen- 
Proben mittelst des Kaninchendarmstiickes und aller méglichen anderen 
Methoden wurde ganz so wie in den friiheren Mitteilungen ausgefiihrt. 





1) Sakuji K od ama, Tohoku J. Exp. Med., 19(23)-24, 4, Nr. 6; J. Biophysics, 
19(23)-24, 1, Nr. 2. 
2) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, Nr. 2-3. 
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| 
s = | & oD | | 
z eis is Lwin 
18/8 |$./ 212 |e 
Zeit rs EB |=<8 m1 ¢!| 8! 3 Bemerkungen 
2] 8/]es/se| 3s] €] 2 
= = | & anl-2i eiew 
=a | ig jg |"1"\2 
- la | | ts 
IN N 
(°C.) | °C.) | 

9.40 a.m. | 11,0 | 39,1 | 26 | 206 | + | + {| + | : 

10 25 | | Unter der Athernarkose 
Operation — (Kinfiihrung 
einer Kaniile in r. Jugu- 

larvene, ‘cava pocket”’) 
| vollendet, dann Ather 
entfernt. 

10.30 14,0 | 38,7} 36 | 200; +| + | + 

10.35 a pocket”? Proben I- 

| 

10.43 ™ a pocket”’ Proben III- 

| 

10.47-10.50 | | Inj ‘oktion von 0,3 g Chloral- 

ydrat in 12 ~ cem 
Tyrode’s Lésung in 
| r. Jugular. 

10.51 | | = pocket’”’ Proben V- 

| | 

10.55 15,0 | 38,5 | 60 | 208) —| +| + | 

11.02 | 15,5 | 38,6 | 120 | 216 | —|+ | + 

11.05 | | oe pocket” Proben 

otf | | | vit-witr. 

11.20 | 16,0 | 39,0} 40; 200; —/ +] +| 

11.23 | | | “Cava pocket”’ Proben IX- 
| } 4 

11.38 | 16,5 | 39,2| 52 | 204 } —| + | + | 

11.40 | | “Cava pocket” Proben XI 

| | | Xi. 

11.55 | 17,0 | 38,9 | 130 | 204 | —/ +] + | 

11,57 “Cava pocket” Proben 

| 1 ot | 1 XIn-XIv. 

Epinephrinabgabe 

| ‘Zeit | _ Blutfluss (ecm) | _Epinephrinabgabe (mg) _ 
Nr. | Farbe | wed | | Dauer| Menge _Abgabe pro Min. a 
der | des | fern’ d.Sam-| pro Min. | Menge | 

Probe | Blutes ees | Menge | mel- - | 22 | pe | pee 

= “ | ung =e pro ecm | Tier | kg 
fiern (éin.) | a _| ek.) ler g {Ss oe 
I | “hell | 10 | 2,0 | 60 | 2,0 | 0,67 | 0,00300 | 0,00600 | 0,00201 
1V | 18 2,1 | 80 | 1,58 | 0,53 | 0,00300 | 0,00474 | 0,00159 
| 22 Intravenése Injektion des Chloralhydrate s. 
vi; “ | 2% | 22 |} 60 { 2,2 | 0,73 | 0,00070 | 0,00154 | 0,00051 

vil; “ | 40 1,9 «| 139 | 0,63 | 0,00080 | 0,00152 | 0,00050 

bf dunkel | 58 1,7 90 1,13 | 0,38 | 0,00120 | 0,00136 | 0,00046 
XII | 75 | 1,6 | 120 0,8 | 0,27 | 0,00140 | 0,00112 0,00038 
XIVi “ | 92 | 1,2 | 180 | 0,4 | 0,13 | 0,00120 | 0,00048 | 0,00016 
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Fig. 1. Das indifferente Blut ist an 21 von der IV 
Probe, und an 22 von der V1 ersetzt. 





Fig. 2. Das indifferente Blut ist an 38 von der VIII 
Probe, und an 39 von der II ersetzt. 





Fig. 3. Das indifferente Blut ist an 29 von der VIII 


Probe, und an 30 von der X ersetzt. 
« 
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’ Tabelle I. 
Einfluss der intravenésen Injektion des Chloralhydrates auf die Epinephrinabgabe. 
| Zeit. | Blutfluss (eem) Ryplncpheinabgste (mg) 
Nr. wows - E Ent- Dauer-| Menge | | Abgabe | pro Min, 
der riche | at ry 2 d.Sam-| pro Min. | Menge |———— 
Katse Probe] 4 th ;| Menge | mel- in 1 pro | pro 
en ung pro | pro} ccm Tier kg 
(kg) | /(Min.)| (Sek.) | Tier | kg 
_@. |472| Ml 3| 28 45 | 3,73 | 0,79 |0,00130 0,00485 (0,00103 
12. Il. IV | 10 | 2,9 50 | 3,48 | 0,74 '0,00120 0,00418 0,00089 
1923. | 12 Intravenése Injektion des Chloralhydrates (0,5 g in 
10 cem Tyrode). 
| VI} 15| 34 | 30 | 68 | 1,44 :0,00036 :0,00245 (0,00052 
| VII; 30; 2,9 “| 5,8 | 1,23 |0,00050 |0,00290 0,00062 
| X] 45| 26 “| 5,2 | 1,10 |0,00060 0,00312 |0,00086 
| X11] 60/ 27 40 | 4,05 | 0,86 |0,00060 0,00243 0,00052 
XIV 75 | 33 | 90 | 2,2 | 0,47 |0,00070 0,00154 0,00033 
2. 9. | 2,35 II 15 | 2,7 60 | 2,7 1,15 |0,00180 0,00486 0,00207 
19. LI. Iv! 25; 19 80 1,42 0,60 0,00350 0,00497 0,00213 
1923. 32 Intravendse Injektion des Chloralhydrates (3 ccm 
laus 0,24 g in 5 ccm Syvede ). 
V1} 35 | 18 { 120 | 0,90 | 0,38 |0,00400 |0,00360 |0,00152 
| VIII | 50 10 | 180 | 0,33 | 0, 14 0,00350 0,00116 0,00049 
| XX] 7 | i i--* 0,37 | 0,16 |0,00350 0,00130 0,00056 
3. 9. | 2,55 II 10 2,3 | 60 | 2,3 | 0,90 0,00050 0,00115 0,00045 
26. = | IV 20 i | 2,5 0,98 .0,00150 0,00375 0,00147 
192: | 23 | Intravenése Inje kt ion des Chloralhydrates (0,26 g 
jin 12 cem a ae 
| VI| 26 8 23 | 3,73 | 1,46 0,00080 (0,00298 |0,00117 
Vill; 40; 24 | 40 3,60 141 0,00100 |0,00360 0,00141 
| X| 60] 2,0 50 | 2,40 | 0,94 0,00300 0,00720 0,00282 
| XI 80; 18 | 120 0,90 | 0,35 0,00600 |0,00540 0,00210 
| XIV 95 | 1,1 | 150 | 0,44 | 0,17 0,00800 0,00352 0,00136 
4. a. | 3,67 It} 15 2,9 | 4260 2,9 0,79 0,00070 0,00203 0,00055 
2. ILI. | IV 25 2,2 45 2,94 | 0,80 0,00070 0,00206 0,00056 
1923. | 30 Intravenése Injektion des Chloralhydrates (0,4 g in 
| 15 ecm Tyrode). 
VI; 33] 2,4 40 3,6 { 0,98 |0,00030 /0,00108 /0,00029 
Vill | 50 2,1 60 2,1 | 0,57 |0,00050 0,00105 |0,00029 
| | X| 70| 14 90 | 0,93 | 0,25 |0,00030 0.00056 (0.00015 
j XII 90 17 | 120 0,85 | 0,23 |0,00060 0,00051 0,00014 
XIV | 107} 1,1 | 180 | 0,37 | 0,10 0,00060 0,00022 0,00006 
5. ol. | 2,64 II 12 17 | 90 | 1,13 | 0,43 0,00200 0,00226 0,00086 
5. IL. ,1V} 20 1,3 120 | 0,65 | 0,25 (0,00500 0,00325 '0,00125 
1923. | 27 Intravenése Injektion des Chloralhydrates (0,3 g in 
12 com Tyrode). 
Vl; 30; 2,1 90 | 1,40 | 0,53 0,00200 |0,00280 0,00105 
| Vill 50 1.0 120 0, 50 | 0,19 .0,00300 |0,00150 0,00057 
| XX] 70} 04 | 180 | 0,13 | 0,05 |0,00300 0,00039 |0,00015 
80 Intravenése Injektion der T yrode’s Lésung. 
| XIL} 85 | 1,2 | 150 [ 0,48 | 0,18 (0,00200\0,00096 |0,00036 
6. 9. | 3,00; IL} 10} 20 | 60 | 2,0 | 0,67 |0,00300 |0,00600 |0,00201 
8. ILL. | | IV! 18| 21 | 80 | 1,58 | 0,53 '0,00300 0,00474 0,00159 
1923. 22 | Intravenése Injektion des Chloralhydrates (0,3 g in 
|12 ecm Tyrode). 
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| —_ Blutfluss (ecm) Epinephrinabgabe (mg) 

N aoe _ fer. Dauer-| Menge Abgabe pro Min. 

=~ Wicht| e.p. erm d. = gg pro Min. Menge = B - 
natze > A- Menge | me! a po . 
Probe! ‘thers| 8 ung | pro | pro poi Pier S 

(kg) | (Min) (Sek.) | Tier | kg 

Vi | 26) 2,2 60 | 2,2 | 0,73 |0,00070|0,00154 |0,00051 

VIll | 40; 1,9 o 1,9 | 0,63 |0,00080 |0,00152 0,00050 

_X 58 | 1,7 90 | 1,13 | 0,38 |0,00120 0,00136 |0,00046 

, 75| 1,6 | 120 | 08 | 0,27 |0,00140 |0,00112 |0,00038 

| XIV | 92 1,2 180 | 0,4 | 0,13 |0,00120 0,00048 |0,00016 

7. o. | 2,99 | II 10 2,9 30 5,8 1,93 (0,00050 0,00290 0,00097 

_ v. | | IV 15 1,6 | 3,2 1,07 '0,00040 |0,00128 0,00043 

1923. 20 Intravenése Injektion oe Chloralhydrates (0,3 g in 

* 16 ecm Tyrode). 

Pe 25 2,5 30 | 5,0 | 1,67 (0,00050 |0,00250 |0,00084 

| V 7 40; 1,9 = i 1,27 0,00070 |0,00266 |0,00089 

565 | 3,3 60 | 3,3 | 1,10 |0 00090 '0,00297 |0,00099 

XiL | | 7] 25 a 2,5 0,83 |0,00120 0,00300 0,00100 

XIV! 99! 3,1 120 | 1,55 | 0,52 |0,00120 0,00186 0,00062 











In der Mehrzahl der Fille (in 5 unter 7 Katzen) verminderte 
sich die Epinephrinabgabe nach der Chloralhydratinjektion mit der 
Zeit mehr und mehr. Die Hemmung beruht teils auf Verminderung 
der Blutstrémungsgeschwindigkeit in die Cava-Tasche teils auf Ver- 
kleinerung des Epinephringehaltes der Taschen-Proben. 

Deshalb scheint es wohl berechtigt zu sein, daraus zu schliessen, 
dass Chloralhydrat auf die Epinephrinabgabe auch hemmend ein- 
wirkt. ‘ ’ 

Aber bei diesem Versuche wurde eine ziemlich grosse Menge von 
Tyrode’scher Lésung intravenés injiziert; deshalb soll untersucht 
werden, ob die Injektion dieser Lésung in so grosser Menge irgend 
welchen Einfluss auf die Epinephrinabgabe ausiibt. 

Folgende Beispiele mégen zur Kontrolle dienen; nach intravenéser 
Injektion Tyrode’scher Lésung in so grosser Menge vermindert 
sich die Epinephrinabgabe, wegen starker Verminderung der Epine- 
phrinkonzentration, trotz grosser Durchstrémungsgeschwindigkeit 
durch die Nebennieren. 

Aber die Verminderung der Epinephrinabgabe ist nur ganz 
voriibergehend. 

Also ist die T yrode’sche Lésung selbt von gar keinem Belang 
fir die Verminderung der Epinephrinabgabe nach Injektion von 
Chloralhydrat in T yrode’scher Lésung. 

Also iibt Chloralhydrat hemmende Wirkung auf die Epinephrin- 
abgabe der Nebennieren aus. 
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| 5 | si ig | 
$15] si2 | x | 
i £ =— i 3 Lr “ = — 
& Sis | 2 eo] > = 
Zeit & | tig L-s 3 $| 3 Ss Bemerkungen 
E/&| $iss) 3) El] es] 6 
(El s| eit | ale/ el & 
)8) 8) 314 3 | 
ee °C.)| 
9.25 am. | 7,5 /37,5| 34 |160) + | + | + |schmal | - 
10.25 | | Unter der Athernarkose 
Operation (Einfiihrung 
| | einer K: aniile in r. Jugu- 
larvene, ‘cava pocket”) 
volle ndet, dann Ather 
entfernt. 
10.30 11,0 /35,7| 99 |180| + | + | + |breit | 
10.35 ‘ - a pocket”? Proben I- 
10.43 112,0 |35,6 | 64 |192)} + | +] + . | a 
10.45 . sae" * seal Proben 
10.49-10.51 R. Injektion von 20 ccm 
| Tyrode’s Lésung in 
r. Jugularvene. 
10.52 12,0 |35,9 | 52 |168) + | + | + | schmal 
11.02 12,5 |36,0| 56 | 168) +] +] + . 
11.04 “Cava pocket’? Proben 
ae VII-VIII. 
11.15 13,0 |36,3 | 72 | 188) + + + | breit 
11.18 H “Cava pocket’’ Proben 
' | a a . 
11.28 13,0 |36,4 88 | 188; +] + | + 
11.38 14,0 |36,6 | 64 |172| + | + | + | schmal 
11.45 | | | | “Cava eal Proben 
3 
Epinephrinabgabe: 
Zeit | Blutfluss (ecm) Epinephrinabgabe (mg) _ 
‘ . : Menge Abgabe pro Min. 
Nr. | Farbe nd. Dauer i | eee 3 iar 
der des Pmt d. Sam- __pro Min. Menge | | 
¢.p. | Blutes | “<'™:%-| Menge | me in 1 | 
Probe | Athers ro | pro com | Ties | ie 
ier | c 
(Min.) | Sek.) | Tier | kg | ae 
. | | 
II |dunkel} 10 | 2,7 | 60 | 2,7 | 2,01 | 0,00070 | 0,00189 | 0,00141 
IV 20 | 2,4 “f 2,4 1,79 0,00150 | 0,00360 | 0,00269 
} 24 Intravenése Injektion der T yrode’s Lésung. 
NI hell 37 2,7 30 4 | 4,03 | 0,00010 | 0,00054 | 0,00040 
vill dunkel 49 | 1,7 50 2,04 1,52 | 0,00100 | 0,90204 | 0,00152 
xX = 63 1,7 90 27 | 0,95 | 0,00200 | 0,00254 | 0,00190 
XI 90 0,8 150 0: 32 | 0,24 | 0'00300 0,00096 | | 0,00070 
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Fig. 4. Das indifferente Blut ist an 18 von der IV 
Probe, und an 19 von der VI ersetzt. 





Fig. 5. Das indifferente Blut ist an 21 von der VI 
Probe, und an 22 von der VIII ersetzt. 





Fig. 6. Das indifferente Blut ist an 25 von der X Probe, 
und an 27 von der XII ersetzt. 











164 S. Kodama 


Tabelle II. 


Einfluss der intravenésen Injektion von T yrode’scher Lésung auf 
die Epinephrinabgabe. 


























| Zeit. Blutfluss (ecm) | Epinephrinabgabe (mg) 
= 7 n.d. ents alididineantiaai — 
Nr. Kés- | Nr. | Ent- Dauer-| Menge Abgabe 
perge-| der lag : 
der ‘icht | ¢.p. | fern. d.Sam-| pro Min. | Menge pro Min. 
Katze |“ Probe | d. A-| Menge| mel- || in! | 
| obe | thers! | ung | pro | pro} ccm pro | Pro 
| (kg) | ‘atin)| | (Sek.) | Tier | kg | Tier | kg 
a ou |- —S—— — | ——$ <_< |} —____ — a — |— “ 
1. | 1,34| | 10] 2,7 60 | 2,7 | 2,01 |0,00070 0,00189 |0,00141 
15.1. | ; IV|} 20| 24 | “ | 2,4 | 1,79 |0,00150 0,00360 |0,00269 
1923. | 24 | Intravenése Injektion 20 ccm T y rod e’s Lésung. 
| wei a | ae 30 | 5,4 | 4,03 |0,00010 0,00054 |0,00040 
| VIII | 49 | 1,7 50 | 2,04 | 1,52 |0,00100 |0,00204 |0,00152 
| X | 63 | 1,9 90 1,27 | 0,95 |0,00200 |0,00254 0,00190 
XI1 | 90 0,8 150 0,32 | 0,24 |0,00300 |0,00096 |0,00072 
2.9.} 219} UW! | 18 | 60 | 18° | 0,82 |0,00050/0,0000 0,00041 
17. I Iv | 21 | 1,4 120 | 0,7 0,32 0,00150 }0,00105 |0,00048 
1923. | | 28 | Intravenése Injektion 20 cem. T y ro de’s Lésung. 
VI| 31] 1,8 150 ; 0,72 ; 0,33 0,00050 0,00036 0,00017 
VIII; 52]; 1,7 180 0,57 | 0,26 | 
3. 9. | 1,50 mimi $e 40 3,0 2,00 |0,00030 0,00090 0,00060 
25. 1. | IV | 23 | 17 | 90 | 1/13 | 0,75 |0,00120 0,00136 |0,00090 
1923. | 29 Intravenése Injektion 18 ccm T yrode’s Lésung. 
| VI | 31 2,2 50 2,64 | 1,76 |0,00040 0,00106 0,00070 
| Vill | 50| 16 45 | 2.14 | 1,43 |0,00140|0,00300 0,00200 
' X | 70 1,8 60 1,80 | 1,20 |0,00120 |0,00216 |0,00144 
| | Xi] 90 | 20 100 | 1,20 | 0,80 |0,00140 |0,0016s |0,00112 
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Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 
VII. Mitteilung. 


Zur Frage der proteolytischen Abwehrfermente. 
Von 


DR. KUHEI OKUBO und DR. IWANE KATO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. S. Yamakawa 
an der Kaiserlichen Universitat zu Sendai.) 


1. Einleitung. 


Dass proteolytische Abwehrfermente nach parenteraler Einver- 
leibung artfremder Eiweisskérper im Blutplasma auftreten kénnen, 
war bekanntlich von Abderhalden und Pincussohn? aus- 
gesprochen worden. Pfeiffer und Mita” bestiatigten die Auf- 
fassung von Abderhalden, indem sie spezifische Abwehrfermente 
im anaphylaktischen Meerschweinchenserum nachweisen konnten. 
Diese Lehre von sog. proteolytischen Abwehrfermenten blieb aber 
unter spiteren Forschern nicht ohne Ablehnung. So konnten F rank, 
Rosenthal und Biberstein® mit dem Dialysierverfahren 
fir Antigen-Antikérpergemisch, Ohta bei spezifischer Himolyse, 
Léhner® auf refraktometrischen Wege nach parenteraler Serum- 
einverleibung keine Beziehungen zwischen Abwehrfermenten und 
Immunkérpern nachweisen. Anderseits wurde das Vorkommen 
proteolytischer Serumfermente im physiologischen Zustande schon 
frih von Fresemann,® Zunz,” Delezenneund Pozerski® 
und neuerdings von Jobling und Petersen,” Yamakawa,” 
Hedin,” Stephan und Woh! und Schierge™ im tieri- 
schen und menschlichen Serum nachgewiesen. Angesichts dieser 
Sachlage driingt sich nun die Frage auf, in welchem Verhiltnis denn 
die physiologische Serumprotease zum sog. proteolytischen Abwehr- 
ferment steht. Vorliegende Untersuchung wurde mit der Absicht in 
Angriff genommen, niheren Aufschluss iiber diese Frage zu erhalten. 
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2. Methodik. 


Als Antigen bzw. Substrate wurden 5 %-ige, wiisserige Nutrose- 
lésung und mit destilliertem Wasser ums fiinffache verdiinntes Sch- 
weine- und Rinderserum gekocht, gebraucht. 

0,4—0,6 ccm dieser sterilisierten Eiweisslésungen wurden Kaninchen 
nach dem Schnellimmunisierungsverfahren™ 6 bis 10 mal wiederholt 
intravends injiziert mit einem Intervall von einem Tage. Am 6.—10. 
Tage nach der letzten Injektion liess man sich die Tiere verbluten 
und mit dem gewonnenen Immunserum wurde einerseits der Titer 
der gebildeten Antikérper nach der iiblichen Komplementablenkungs- 
methode'® bestimmt und anderseits die Proteasewirkung, wie folgt, 
geprift. 2,5 cem rohen bzw. 10 cem durch Azetonbehandlung aktivier- 
ten (ums vierfache verdiinnt) Serums'® wurden in einen Kolben ge- 
bracht, mit 20 cem zugehérigen und nicht zugehérigen Antigens als 
Substrat versetzt und unter Zusatz von Chloroform und Toluol zusam- 
men oder von beiden fiir sich allein'” 3 Tage lang bebriitet. Nach 
Ablauf der Frist wurde der Kolbeninhalt in ein Becherglas iibertragen 
und enteiweisst, und die Abbauprodukte wurden dann wie iiblich 
nach Kjeldahl bestimmt. In den Tabellen wurde die N-Zunahme, 
die durch Abzug der Kontrollzahl ausgerechnet wurde, in ccm von 
n/10 NaOH angegeben. 


3. Versuchsergebnisse. 


(1) Proteolytisches Vermégen der Seren der mit 
Nutrose vorbehandelten Tiere. 

6 Kaninchen wurden zur Arbeit genommen und 3 davon mit sterilisierter Nutro- 
selésung 6 mal intravends injiziert. Am 6. Tage nach der letzten Injektion wurden 
sie mit 3 anderen nicht vorbehandelten Tieren entblutet. Mit so gewonnenen Immun- 
und Normalseren wurden einerseits Antikérper und anderseits proteatische Wirkung, 
wie oben erwihné, parallel untersucht. (Tabelle 1.) 

Wie man sieht, erweisen sich die Immunsera, die wie die anges- 
tellte Komplementbindungsreaktion zeigt, mit hochwertiger Anti- 
kérperdosis behaftet sind, in ihrem Vermégen, Antigeneiweiss zu 
verdauen, gar nicht grésser als Normalsera. Also die Versuchstiere 
antworten auf die Nutroseinjektion mit Antikérperbildung, aber 
nicht mit Neubildung eines spezifischen Fermentes, das das Antigenei- 


weiss abbaut. 
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Tabelle IL 


Proteolytisches Vermégen der Immunsera. 
Nutrose als Antigen. 























| . | Antikérper- Proteoly tise hes Vermégen* 
on sateen titer nach =|———— — —_—__ — 
A | eiweiss | Komplement- ~ ‘Toluol als Toluol-C hloroform 
_ablenkung- Antiseptikum als Antiseptika 

Immunserum (1) Nt. 1 : 5 000° 1,70 2,56 
- (2) Nt. | 1:10000 | 2,10 3,10 

a (3) | Nt. | 1: 5000 | 200 | 29 
Normalserum (4) 0 — 1,90 2,50 
(5) | O | — 2,50 3,20 
a eo Se ee __—s«i188 ee 2 __ 2,40 

: “ (‘‘) | 0 wre (1,00) — 
(Kontrolle) | \ 


* Enteiweissung: Kolloidales Eisen. 
Nt. = Nutroselésung. 


(2) Proteolytisches Vermégen der Seren der mit 
artfremdem Serumimmunisierten Tiere. 

3 Kaninchen wurden mit Schweine- resp. Rinderserum immunisiert. Die Injek- 
tion erfolgte 10 mal intravenés. 10 Tage nach der letzten Injektion geschah die 
Blutentnahme. Die gewonnenen hochwertigen Immunsera wurden mit resp. zuge- 
hérigem und nicht zugehérigem Antigeneiweiss als Substrat bebriitet. Kontrollver- 
such wurde mit dem Serum normalen Kaninchens ausgefiihrt. (Tabelle LI.) 


Tabelle II. 


Proteolytisches Vermégen der Immunsera. 
Schweine- bzw. Rinderserum als Antigen. 



































| Antikérper- Proteolytisches Vermégen* 
+. Antigen-| titer nach _ . — 
Serum eiweiss | Komplement-| Ss. Rs. 
able nkung | | als Substrat als Substrat 
Immunserum (7) Ss. | 5 000 | 0,27 0,17 
" Rs. F :10000 | 0,18 | 0 
“ (9) |_—Rs. | 1:10000 | 025 | 
Normalserum (10) 0 0 | 020 °&838| #010 ‘ 
(Kontrolle) o | 0 | (2,00) 2,20) 





* Antiseptika: Toluol und Chloroform zusammen. Enteiweissung: Gerbsiiure. 

Ss. = Schweineserum. Rs. = Rinderserum. 

Das Resultat des. Kreuzversuchs zeigt, dass die Immunsera 
nicht nur kein spezifisches Abbauferment enthalten, sondern in ihrem 
proteolytischen Vermégen das Normalserum gar nicht iibertreffen. 
Schweineserum wurde von beiden Immunserumarten immer besser 
verdaut als Rinderserum, was wahrscheinlich von seiner Beschaffenheit 
als Substrat herriihrt. 
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(3) Proteolytisches Vermégen der mit Azeton- 
behandlung aktivierten Immunseren. 


Dass das Serum durch Azetonbehandlung in seinem proteolyt- 
ischen Vermégen sehr verstirkt wird, ist in den vorangehenden Mit- 
teilungen dieser Arbeit wiederholt erértert worden. In diesem Ver- 
suche wurden die Immun- und Normalsera durch Azeton wie tiblich 
behandelt und die proteolytische Wirkung der so aktivierten Seren 
mit der der nicht behandelten vergleichend untersucht. Im iibrigen 
Versuchsanordnung wie die vorige. (Tabelle III.) 


Tabelle III. 


Proteolytisches Vermégen der aktivierten Immunsera. 
Nutrose und Schweineserum als Antigen. 





Proteolytisches Vermégen* 











| Antikérper- | ~ IMs FSS iad, a Tan tee 
See |Antigen-| titer nach _ sons ren —— anaes — 
; | eiweiss | Komplement-| gs, | Nt. | Ss. Nt. 
ablenkung als | als |_ als als 
Substrat Substrat | Substrat | Substrat 
Immunserum (11) Nt. | 1:10000 | 0,10 1,20 | 0,30 | 2,00 
fs (12) Nt. | 1:15000 | 0,55 1,54 | 0,70 2,80 
a (13)! Ss. | 1:20000 | 0,20 1,10 | 0,40 3,00 
a (14)| Ss. | 1:10000 | 030 | 1,65 | 0,50 2.50 
; “__—(45) |_— Ss. | -1:20000 | 020 | 140 | 040 | 2,70 
Normalserum (16) 0 0 0,60 | 2,00 | 0,80 3,35 
eee. Uae. 2 — 0,30 | 1,70 | ee 2,30 _ 
“cs “ 
(Kontrolle) 0 | 0 |} (2,20) | (1,20) | 


* Antiseptika: Toluol und Chloroform zusammen. Enteiweissung: Gerbsiiure. 
Nt. = Nutroselésung. Ss. = Schweineserum. 


In den Proben mit Nutrose als Substrat wurden reichlichere Spalt- 
produkte gefunden als in denen mit Schweineserum. Das folgt aus der 
Verschiedenheit der Verdaulichkeit der angewandten Substratei- 
weisskérper. Die Probe mit aktivierten Immunseren lieferte erheblich 
grossere Menge N als die mit genuinen, nicht weniger aber entfalteten 
die aktivierten Normalsera ihre proteolytische Wirkung. Also auch 
durch Azetonbehandlung, wodurch, wie schon wiederholt besprochen, 
die antienzymatische Wirkung von genuinem Serum fortfillt, lasst 
sich keine spezifische Wirkung, Antigeneiweiss abzubauen, nachweisen. 

Dieser negative Befund der spezifischen Abbaufermente in 
immunisierten Kaninchenseren bestitigt freilich die Beobachtung 
von Léhner® und auch von Pfeiffer und Mita.” Die letz- 
teren Autoren gaben aber an, dass es ihnen gelungen sei, mit Hilfe 








n- 
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einer von ihnen ausgearbeiteten Enteiweissungsmethode und der 
Biuretreaktion in anaphylaktischen Meerschweinchenseren spezifische 
Abbaufermente nachzuweisen. Beim Gebrauch der iiblichen Eisen- 
methode der Enteiweissung, womit man sonst die Wirkung der Serum- 
protease tadellos untersuchen kann, konnten sie aber nicht denselben 
Befund feststellen. Worauf schon wiederholt hingewiesen wurde, ist 
Meerschweinchen schon, im physiologischen Zustande besonders 
reich an Serumprotease, was beim Nachweis eines spezifischen Abbau- 
fermentes téiuschen kann. Demnach, bedarf es, glaube ich, zur 
Annahme der proteolytischen Schutzfermente noch vieler Beobach- 
tungen an anderen Versuchstieren als Meerschweinchen, um sichere 
Beweise zu erbringen. 


4. Schluss. 


1. Durch intravenése Einverleibung artfremder Eiweisskérper 
wird dem Versuchskaninchenserum keine spezifische Fiahigkeit zuteil, 
Antigeneiweiss abzubauen. 

2. Die so hergestellten Immunsera zeigen keine gréssere Kraft, 
Substrateiweisskérper iiberhaupt abzubauen, als Normalsera, die 
physiologisch Protease enthalten. 
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Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


VIII. Mitteilung. 


Vorkommen der Protease im Exsudate und Transsudate und ihre 
Eigenschaften. 
Von 
DR. KUHEI OKUBO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. S. Yamakawa an 
der Kaiserlichen Universitat zu Sendai.) 


1. Einleitung. 


Das Vorkommen einer Protease im Exsudate wurde schon friih 
von Umber’ bei pleuritischen Erguss und von Fresemann” 
bei Hydrozelenfliissigkeit beobachtet. Das unterliegt ja keinem 
Zweifel, dass entziindliche Exsudate dieses Ferment in sich enthalten, 
da Sera von Menschen und verschiedenen Tieren, wovon in den vor- 
angehenden Mitteilungen dieser Arbeit die Rede gewesen ist, physiolo- 
gisch mit Protease behaftet sind. Die Untersuchungen iiber einzelne 
Eigenschaften der Serumprotease habe ich dort aber meistens mit 
Tiermaterial ausgefiihrt, weil sonst fiir diesen Zweck grosse Vergeudung 
von Menschenblut unvermeidlich gewesen wire. Um zu erkennen, 
wie sich die aus meinen friiheren Tierexperimenten festgestellten 
Resultate bei menschlichem Material gestalten kénnen, will ich in 
dieser Untersuchung mit Exsudaten und Transsudaten die wesent- 
lichen Teile der vorangehenden Ausfiihrungen wiederholen, womit 
ich zugleich fiir mich, soweit Prof. Yamakawa mich dazu angeregt 
hat, diese Arbeit abschliessen will. 

Uber die allgemeine Methodik und Fragestellung bei den einzelnen 
Versuchen verweise ich auf meine vorangehenden Mitteilungen, um 
belanglose Weiderholungen zu vermeiden. Nur Folgendes sei hier 
doch noch erwahnt. 

In vorliegenden Versuchen wurden als Substrat wie iiblich Serum 
und Nutrose gebraucht, und zwar in der Mehrzahl der Fille letztere. 





1) Umber, Miinch. med. W., 1902, 1169. 
2) Fresemann, zit. nach Zbl. Bioch., 1912, 18, 611. 














172 K. Okubo 


Da aber Nutrose (Héchst) ein kiufliches Nihrpriparat ist, so 
kann man vieles gegen ihre Reinheit einwenden. Doch musste ich sie 
lange benutzen, weil wir derzeit von Casein kein zuverlissiges Priparat 
zur Hand hatten. Letzteres konnte ich erst bei vorliegender Unter- 
suchung erhalten; somit habe ich es hier in einigen Versuchen neben 
Nutrose als Substrat benutzt, um festzustellen, ob auch Nutrose ohne 
Riicksicht und ebensogut wie reines Casein zu unserem Zweck brauch- 
bar sei. Dabei habe ich Caseinlésung in folgender Weise zubereitet. 

30 g Casein (nach Hammarsten, Kahlbaum) wurden 
mit 700 cem destillierten Wassers versetzt, gut umgeriihrt, 200 ccm 
n/10 NaOH weiter hinzugefiigt und auf siedendem Wasserbad so lange 
erwirmt, bis sich die Substanz vollstandig léste. Nach Abkiihlung 
wurde die Reaktion neutral auf Lackmus korrigiert. Dazu waren nur 
wenige ccm n/10 HCl nétig. Das Gesamtvolum wurde dann auf 1000 
ecm aufgefiillt. Diese Caseinlésung wurde abfiltriert und im Dampf- 
topf 20 Minuten lang sterilisiert. 


2. Versuchsergebnisse. 
(1) Proteolytische Wirkung der Exsudate. 
(A) Die des Peritonealexsudates. 


Bei einem Patienten von Peritonitis tuberculosa wurde Exsudat durch Bauch- 
punktion steril entnommen. Fibrinausscheidung war so mangelhaft, dass sich erst 
nach 2-tiigigem Stehenlassen in Zimmerwirme (15°-20° C) geringe Fibrinmasse nach- 
weisen liess. Es kam deswegen sofort zum Gebrauch. Eiweissgehalt des Exsudates 
betrug 4%. Als Substrate wurden Casein-, Nutroselésung und gekochte Rinder- 
serumverdiinnung, die alle mit demselben Eiweissgehalt (1,4 %) bereitet worden 
waren, benutzt. 

5 eem genuinen (a) bzw. 20 cem aktivierten Exsudates (b) wurden beim Versuch 
Nr. 1, 2 und 3 mit Substraten zusammen bebriitet. Beim Versuch Nr. 4, 5 und 6 
wurden die Exsudate von den letzteren getrennt bebriitet und erst bei Amino-N- 
Bestimmung zusammengeworfen. Letztere Versuche und Versuch Nr. 7, bei welchem 
die Exsudate allejn bebriitet wurden, wurden angestellt, um die Autolyse der Exsudate 
zu kontrollieren. Das Gesamtfliissigkeitsvolumen betrug bei den Versuchen mit 
genuinem Exsudat (a) 55 cem, bei denen mit aktiviertem (b) 70 ccm. Jede Probe 
wurde zweifach hergestellt, 3 und 5 Tage bebriitet, enteiweisst und analysiert. (Tabelle 
I, A.) 

(a) Genuines Exsudat zeigte nur schwache Autolyse (Nr. 7). 
Ebenso geringe Spaltprodukte, die auch hauptsichlich von der Autolyse 
des Exsudates herriihrten, lieferten die Versuche, bei welchen genuines 
Exsudat und Substrate getrennt bebriitet wurden (Nr. 4, 5 und 6). 
Wenn aber genuines Exsudat und Substrate zusammen _ bebriitet 


wurden (Nr. 1, 2 und 3), fand sich im Vergleich zu den vorher genannten 











ch 
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Tabelle I (A). 
Proteolytische Wirkung des Peritonealexsudates. 


, Unbehandeltes Exsudat 5,0 ccm { Behandeltes Exsudat (1:4) 20,0 cem 
| Substrate 50,0 ccm Substrate 50,0 ecm 
Chloroform 0,4 ecm (b) Antiseptikum: Toluol 4,0 ccm 
Toluol 4,0 ccm Bruttemperatur 37°C 

| Bruttemperatur 37°C 


r) 
ein 


Antiseptika 





| (a) (b) 
| Unbehandeltes | Behandeltes 
: | ; Kxsudat ___ Exsudat _ 
Nr. Substrate | Bebriitungsweise |_Amino-N (mg) | _Amino-N (mg) 


| | _Bebriitungstage | Bebriitungstage 


= * le ' | o| 3/5] 0 3 5 











1 | Casein |Exsudat mit Substrate! (0,62) | 0,64 | 1,55 |(0,64)| 2,31 | 3,79 
2 | Nutrose | zusammen (0,65) | 0,74 | 2,23 |(0,68) | 2,54 | 5,09 
3 Rinderserum . hebriitet —_|(0,95) | 0,07 | 0,56 |(1,02) | 0,50 | 1,34 
4 Casein |Eixsudat von Substrate | 0,18 | 0,43 0,29 | 0,76 
5 | Nutrose | getrennt | 0,10 | 0,45 | 0,25 | 0,81 
_6_| Rinderserum| _bebriitet _ |}O | 9029; | 0,24 | 0,92 
\Exsudat allein | 
7 0 | bebriitet (0,40)! 0,12 ' 0,30 |(0,42)' 0,20 ! 0,76 


Kontrollversuchen eine sehr viel gréssere Menge Spaltprodukte, was 
ungezwungen auf lebhafte Spaltung der Substrate durch genuines 
Exsudat hindeutet. Unter den verwendeten Substraten wurde gekoch- 
tes Rinderserum ziemlich schwer, Casein und Nutrose viel leichter von 
Exsudatprotease angegriffen. 

(b) Die Autolyse des durch Azetonbehandlung aktivierten Ex- 
sudates geht viel lebhafter vor sich als die des genuinen (Nr. 4, 5, 6 
und 7). Bei Zusammenbebriitung von aktiviertem Exsudat und 
Substraten waren die Spalt produkte etwa ums fiinfbis achtfache grésser 
als bei einfacher Autolyse. Hierbei erwies sich gekochtes Rinderserum 
(Nr. 3) ebenfalls schwerer verdaulich als Casein (Nr. 1, 2). 


(B) Proteolytische Wirkung der Hydrozelenfliissigkeit. 

Das Exsudat wurde von einem Kranken durch Operation gewonnen, bei dem 
Hydrocele dextra schon 13 Jahre lang bestand. In diesem alten Exsudat waren mikro- 
skopisch reichlich Cholesterintafeln nachweisbar. Hiweissgehalt betrug 3,4 %. 

Als Substrate wurden Nutroselésung und Pferdeserumverdiinnung verwendet, 
die beide 1,5 % Eiweiss enthielten. Die iibrigen Versuchsanordnungen gestalteten 
sich ganz gleich wie beim Versuch (A). (Tabelle I, B.) 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, stimmt Hydrozclenfliissigkeit 
mit dem Peritonealexsudat in Betreff auf Proteolyse darin iiberein, 
dass sie der Autolyse unterliegt, dass sie auf zugefiigte Substrate 
spaltend wirkt, und dass ihre proteolytische Wirkung durch Y am a- 
kawa’sche Azetonbehandlung geférdert wird. 
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Tabelle I (B). 
Proteolytische Wirkung der Hydrozelenfliissigkeit. 
{ Unbehandelte Hydrozelenfl. (1 : 4) 20,0 cem 


(@) | Substrate 50,0 ccm 
(b Behandelte Hydroze'enfl. (1:4) 20,0 cem 
) Sul strate 50,0 cem 


Bruttemper.tur 38°C 
Antiseptika ; Chloroform 0,4 cem 
T 




















oluol 4,0 cem 
(a) (b) 
Unbehandelte Behandelte 
Hydrozelen- Hydrozelen- 
Nr. | Substrate | Bebriitungsweise | fliissigkeit_ ___fliissigkeit 
|__Amino-N (mg) _|___Amino-N (mg) _ 
| |__Bebriitungstage_|__Bebriitungstage __ 
a “ eo 0 i213 0 x os | 3 
1 |Nutrose Hydrozelenfl. mit |(0,46)| — (0,51 |1,46 |(0,42) 0,82 |1,82 |2,22 
Substrate zusam- 
_2- Pferdeserum | men bebriitet (1,00) 0,20 0,35 1,00 (1,02) 0,76 1,19 1,80 
3  |Nutrose Hydrozelenfl. von 0,14 | — /0,40 0,39 | — (0,88 
| Substrate ge- 
. Pferdeserum __trennt bebriitet ee 0,10 | ee 0,33 7 0,30, — 0,78 
5 0 Hydrozelenfl. allein ; a 
| bebriitet (0,41) ;0,03 | — (0,27 |(0,40) 0,20; — (0,71 


Durch diese Versuche wurde nun sichergestellt, dass entziindliche 
Exsudate ahnlich wie Blutserum, von welchem in den vorangehenden 
Mitteilungen die Rede gewesen ist, das eigne Eiweiss sowie zugefiigte 
Substrate abzubauen imstande sind. 


(2) Einfluss des Chloroforms und Toluols auf 
proteolytische WirkungdesExsudates 
und Transsudates. 


Als Fermentlésungen wurden verwendet: (A) Pleuraexsudat (Pleuritis tuber- 
culosa), etwas griinlich gefirbt, mit reichlicher Fibrinausscheidung; Eiweissgehalt 
4,6 %. (B) Serofibrinéses Peritonealexsudat (Peritonitis tuberculosa) ; Eiweiss 5,1 %. 
(C) Aszitesfliissigkeit von einem Nephrosekranken, die wasserhell aussah. Eiweiss 
0,25 % (Transsudat). 

Die oben genannten Kérperfliissigkeiten wurden genuin oder aktiviert mit Sub- 
strat versetzt. Als Antiseptika wurden Chloroform (0,4 ecm) oder Toluol (4,0 ccm) 
fiir sich allein oder beide zusammen gebraucht. Bei gleichzeitiger Anwendung von 
Chloroform und Toluol wurde besondere Vorsicht angewandt, damit nicht beide 
Chemikalien ineinander zusammenfliessen. Als Kontrollversuche wurden Ferment- 
lésungen, von dem Substrat getrennt, bebriitet. In anderen Kontrollversuchen wurden 
bei 70°C 30 Minuten lang erhitzte Kérperfliissigkeiten mit Substrat zusammen 
bebriitet. (Tabelle I], A, B, C.) 
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Tabelle II. 


Einfluss von Chloroform und Toluol auf proteolytische Wirkung des Exsudates und 


Transsudates. 
(A) Unbehandeltes Exsudat 5,0 cem 
(a) (B) Nutroselésung (8%) 25,0 cem 
Unbehandeltes Transsudat 50,0 ccm 
(C) } Nutroselésung (8%) 25,0 cem 
} (A) {| Behandeltes Exsudat (1:4) 20,0 cem 
u. 
| (B) | Nutroselésung (8%) 25,0 ccm 


Bruttemperatur 40°C. 











| @) (b) 
| aa a Behandeltes 
| | Transsudat Exsudat 
Nr. Antiseptika | Bebriitungsweise _ Amino-N (mg) _ Amino-N (mg) _ 
| | | _ Bebriitungstage I Bebriitungstage 
| | 


0/3 /[5]o0j|]38] 5 





A. Pleuraexsudat. 



































1 (Chloroform |Exsudat mit Substrat| (0,45) | 1,13 | 2,17 |(0,48) | 2,41 | 3,18 
2 |Toluol zusammen bebriitet | 0,57 | 2,29 | 3,32 4,51 
3 |Chloroform u.| | 
___| Toluol __| | 1,43 | 2,40 | | 2,98 | 3,84 
4 | do |Exsudat von Substrat| | | 
Se _getrennt bebriitet | | |_| (0,24 | 0,39 
5 do Erhitztes Exsudat, mit| 
| Substrat zusammen | 
| bebriitet | 0,11 | 0,14 
B. Peritonealexsudat. 
1 {Chloroform |Exsudat mit Substrat|(1,00) | a | 0,88 |(1,02) | 2,3 1 | 3,67 
2 |Toluol zusammen bebriitet | | 0,31 | 1,62 4,53 | 6,40 
3 (Chloroform u.| 
| Toluol | aol | 1,62 | 3,38 | | 3,56 | 4,25 
4 | do Exsudat von Substrat| _ —| | | 
| getrennt bebriitet | _0 | 014° 
5 | do Erhitztes Exsudat mit i 
| Substrat zusammen | | 
| bebriitet | | 0,04 | 0 





C. Aszitesfliissigkeit eines Nephrosekranken. 




















1 |Chloroform {Transsudat mit Sub-|(1,14) | 0,87 | 1,04 
2 | Toluol strat zusammen be- 1,04 | 1,90 
3 |Chloroform u.|_ briitet 

Toluol | 0,93 1,26 
4 |Chloroform j|Erhitztes Transsudat| 0,13 | 0,10 
5 | Toluol mit Substrat zusam- | 0,06 | 0,09 
6 | Chloroform u.| men bebriitet 

Toluol | | 0,06 | 0,06 
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(a) Genuines Exsudat und Transsudat. Bei Exsudaten (A u. 
B, a) lieferte unter anderen die Chloroform-Toluolreihe die grésste 
Menge Spaltprodukte. Die Ausbeute der Chloroform- und der Toluol- 
reihe war je nach der Bebriitungsdauer verschieden. So lieferte die 
Toluolreihe bei 3-tigiger Bebriitung geringere, bei 5-tigiger dagegen 
etwas gréssere Mengen Spaltprodukte als die Chloroformreihe. Trans- 
sudat (C) verhialt sich in dieser Beziehung insofern anders, als es sich, 
ungeachtet der Bebriitungsdauer, immer unter Toluol am wirksamsten 
erwies. 

(b) Aktiviertes Exsudat. Chloroform und Toluol iiben aut 
die Proteolyse aktivierten Exsudates einen ganz anderen Einfluss aus 
als auf die des genuinen. Aktiviertes Exsudat wirkt bei Gegenwart 
von Toluol am stirksten, bei der von Chloroform dagegen am schwiich- 
sten und hilt endlich bei der von Chloroform und Toluol zusammen 
zwischen beiden die Mitte. Diesen Befund habe ich auch schon bei 
Untersuchung der Serumprotease erhoben, und dhnlich wie dort kann 
man auch hier die Erscheinungen erkliren.*» Chloroform verhiit 
sich gegen Protease sowie auch Antiprotease erheblich differenter als 
Toluol. Da aber der antiproteatische Faktor genuinen Exsudates 
gegen Chloroform viel empfindlicher ist als der proteatische, so wird 
letzterer infolge Einwirkung dieses chemischen Agens von ersterem 
Uberhand nimmt und aktiviert. Durch intensive Wirkung des Chloro- 
forms wird die Exsudatprotease schnell aktiviert, deshalb ist die 
Ausbeute der Chloroformreihe an friiheren Bebriitungstagen viel 
grosser als die der Toluolreihe. Da aber im weiteren Verlauf die 
Protease selbst von der schidlichen Chloroformwirkung auch nicht 
verschont bleibt und andererseits der antiproteatische Faktor genuinen 
Exsudates auch unter Toluol mit den Bebriitungstagen immer fort- 
faillt, so gewinnt die Toluolreihe an den fortgeschrittenen Bebriitungs- 
tagen mehr Spaltprodukte als die Chloroformreihe. Bei gleichzeitiger 
Anwendung von Chloroform und Toluol schiitzt letzteres die Protease 
vor der schidigenden Wirkung des ersteren, worauf ich im folgenden 
Versuche noch ausfiihrlich zuriickkomme. Bei durch Azetonbehand- 
lung aktivierten Exsudaten, bei welchen der antiproteatische Faktor 
schon grésstenteils fortgefallen war, wirkt fiir die Proteolyse indifferentes 
Toluol natiirlich viel vorteilhafter als Chloroform. 

Genuines Transsudat verhalt sich gegen Chloroform und Toluol 
wie aktiviertes Exsudat, wonach man wahrscheinlich anzunehmen 
berechtigt ist, dass ihm Antiprotease urspriinglich fehlt. 





3) Vgl. auch V. Mitteilung (Dieses J., 1924, 5, 89.) 
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Der folgende Versuch wurde noch angestellt, um iiber die Wirkungs- 
weise von Chloroform und Toluol niheren Aufschluss zu erhalten. 

(a) 24 Kolben, die alle 20 cem Nutroselésung (8 %) und 20 ccm ums 4-fache 
verdiinnten genuinen Exsudates erhielten, wurden in 8 Reihen geteilt. Die 1. und 5. 
Reihe wurden mit Chloroform (0,4 ccm) und die 2. und 6. mit Toluol (4,0 ccm) als 
Antiseptikum versetzt. Die iibrigen Reihenerhielten die beiden Antiseptika zusammen. 
Bei der 4. und 8. Reihe wurden indessen die Chemikalien wie tiblich hintereinander 
hinzugesetzt, und zwar mit besonderer Vorsicht, dass sie nicht zusammenflossen. 
Bei der 3. und 7. Reihe wurden sie dagegen von vornherein gemischt zugesetzt, so dass 
an Menge geringeres Chloroform in die oben liegende Toluolschicht grésstenteils 
aufgenommen wurde. 

Die erstere Hialfte dieser Reihe (Nr. 1, 2, 3 und 4) wurde in einen Thermostat bei 
35° C und die letztere (Nr. 5, 6, 7 und 8) in einen anderen bei 40° C gestellt und 3, 5 
und 7 Tage lang bebriitet. 

(b) Mit aktiviertem Exsudat wurde derselbe Versuch wie (a) ausgefiihrt. 


Tabelle Ill. 
Wirkungsweise von Chloroform und Toluol. 
Unbehandeltes (1 : 4) bzw. behandeltes Exsudat (1 : 4) 20,0 ccm 


























Nutroselésung (8%) 20,0 cem 
(a) (b) 
Unbehandeltes Behandeltes 
: = _Exsudat ___—Exsudat_ | 
| Antiseptika |Bruttemperatur, __Amino-N (mg) | __Amino-N (mg) _ 
Nr. | ___ Bebriitungstage Bebriitungstage 
| o ja ]si|7|ofsjs | 7 
1 |Chloroform (0,54) |1,78 |2,51 |3,45 |(0,57) |4,81| 6,59] 7,91 
2 |Toluol 35°C '1,00 |1,90 '3,02 5,82| 8,45 | 10,06 
3 |Chloroform | 
| u. Toluol |1,62 |2,54 |3,89 |5,54 | 8,16 | 9,35 
| (gemischt) 
4 (Chloroform | 
| u. Toluol | 2,05 |4,29 |4,81 '5,10| 7,16| 8,09 
___| _(getrennt) pee is an a ee a Meee 
5 |Chloroform 11,56 |2,61 |3,31 | 4,66 | 6,50) 7,55 
6 /|Toluol 40°C 11,25 |2,71 |3,56 6,78 | 10,09 | 11,50 
7 |Chloroform 
u. Toluol 11,56 |3,12 |4,34 | 5,90| 8,55| 9,85 
| (gemischt) | | | 
8 (Chloroform | 
u. Toluol | 1.91 3,99 |4.68 | 4,95| 7,42| 8,34 
| (getrennt) | } | | 


In diesem Versuche fand ich auch dieselben Ergebnisse, die ich 
bei Serumprotease gesehen hatte, und die sich kurz, wie folgt, erkliren 
lassen. (Tabelle III.) 

(b) Die proteolytische Wirkung aktivierten Exsudates geht unter 
Toluol (2 und 6) am lebhaftesten und unter Chloroform (1 und 5) 
am schwiichsten vor sich. Das kommt daher, dass Chloroform fiir 
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behandeltes Exsudat, bei dem der antiproteatische Faktor schon zu- 
grunde gegangen war, insofern nachteilig ist, als es Enzym beschidigt. 
Wenn die Proben mit Toluol iiberschichtet sind (4 und 8), so ist Chloro- 
form etwas weniger schidlich als bei seiner ausschliesslichen Anwendung, 
weil Toluol einen Teil des Chloroformdampfs in sich aufnimmt. Wenn 
schliesslich Chloroform von vornherein mit Toluol gemischt wird 
(3 und 7), so iibt es auf das Enzym noch geringeren Schaden aus, 
weil es dann grésstenteils in Toluolschicht eingesperrt ist. 

(a) Dagegen begiinstigt Chloroform die Proteolyse durch genuines 
Exsudat, bei welchem der antiproteatische Faktor unversehrt vorkommt 
(1 und 5). Die chloroformhaltigen Reihen (1, 3, 4, 5, 7 und 8) zeigen 
im allgemeinen gréssere Ausbeute als bei Anwendung von Toluol allein 
(2 und 6). An spiteren Bebriitungstagen findet man aber die Spalt- 
produkte der Toluolreihe etwas grésser als die der Chloroformreihe, 
was wieder auf die enzymschidigende Wirkung des Chloroforms 
zuriickgefiihrt werden muss. Die Chloroform-Toluolreihen, u. a. die 
4. Reihe, bei welchen die Exsudatprotease einerseits von Chloroform 
schnell aktiviert und anderseits von Toluol vor der schidlichen Chloro- 
formwirkung geschiitzt wird, stehen in dieser Beziehung besonders 
giinstig da und zeigen dementsprechend die grésste Ausbeute. 


(3) Einfluss der Verdiinnungen auf proteolytische 
Wirkung der Exsudate. 

Pleuraexsudat von einem Phthisiker sah etwas griinlich aus, mit reichlichem 
Fibrin. Eiweiss betrug 3,8 %. 

Genuines bzw. aktiviertes Exsudat wurde, wie die Tabelle 1V. zeigt, mit variabler 
Menge destillierten Wassers resp. Kochsalzlésung (0,9 %) versetzt. Um sonst die 
Versuchsbedingungen in Betreff auf Fliissigkeitsvolum und Eiweissgehalt gleich- 
zustellen, wurden 25 ccm 4 %-iger Nutroselésung zu 5 cem genuinen Exsudates und 
10 cem 10 %-iger zu 20 cem aktivierten Exsudates (1:4) hinzugefiigt. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass bei Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser die proteolytische Wirkung sowohl genuinen als auch akti- 
vierten Exsudates immer beschleunigt wird. Bei Verdiinnung mit 
Kochsalzlésung liegt die Sache etwas anders. Die proteolytische 
Wirkung genuinen Exsudates wird dadurch etwas gehemmt, wihrend 
die des aktivierten so gut wie unbeeinflusst bleibt. Die Annahme, 
dass diese Erscheinung von dem antifermentativen Faktor abhingig 
sei, wurde schon bei Serumproteaseuntersuchung besprochen.” 





4) Vgl. auch IV. Mitteilung (Dieses J., 1924, 5, 71.) 
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Tabelle IV. 


Einfluss der Verdiinnungen auf proteolytische Wirkung des Pleuraexsudates. 






































Unbehandeltes Exsudat 5,0 ccm { Behandeltes Exsudat (1 : 4) 20,0 cem 
Nutroselésung (4%) 25,0 ccm Nutroselésung (10%) 10,0 ccm 
(a) (0) . (b) ho le 
Verdiinnungsfiiissigkeiten ee y aoe 
30,0, 60,0 u. 90,0 ccm 30,0, 60,0 u. 90,0 ccm 
iseptika | Chloroform 0,4 ccm 
ge of ens 4,0 ecm 
Bruttemperatur 38°C 
(a) (b) 
eae 0m | Beenie 
a" ee Exsudat Exsudat 
fi k a — 
Verdiinnungsfliissigkeit |! Amino-N (ma) — 
| Menge Bebriitungstage Bebriitungstage _ 
Nr} Art (com) o|3|5/]o0/3/ 5 
1 | 0 0 ___|(0,47) | 0,91 | 1,60 |(0,45) | 1,32 | 1,97 
2 |Destilliertes | 30,0 | 0,96 | 1,71 1,56 | 2,19 
3 Wasser 60,0 1,13 | 1,94 1,73 | 2,36 
. 90,0 | 1,42 | 2,28 1,90 | 2,47, 
5 |NaCl-Lésung 30,0 0,79 | 1,48 1,38 | 2,02 
6 | (0.9%) 60,0 | 0,68 | 1,36 1,38 | 1,97 
- 90,0 0,62 | 1,31 1,38 | 2,00 

















(4) Verhalten der proteolytischen Wirkung 
genuinen Exsudates gegen Erhitzung. 

3 Arten Exsudat wurden zur Untersuchung herangezogen. (A) Hydrozelen- 
fliissigkeit stammte von einem Mann, bei dem Hydrocele sinistra 5 Jahre lang bestan- 
den hatte. Sie schied ganz geringes Fibrin aus. Eiweiss betrug 2,8 %. (B) Exsudat 
von Peritonitis tuberculosa. LEiweissgehalt 4,8 %; spirliche Fibrinausscheidung. 
(C) Exsudat von Pleuritis tuberculosa. Eiweiss 5,8 %, mit reichlichen Fibrin. 

Die Exsudate wurden mit destilliertem Wasser ums doppelte verdiinnt, in einzelne 
Proben geteilt und 30 Minuten lang bzw. bei 20°, 56°, 60° und 70° C erwiirmt. Dann 
wurden die Proben mit Substrat versetzt und bebriitet. (Tabelle V.) 


Proteolytische Wirkung genuinen Hydrozelen-, Peritoneal- und 
Pleuraergusses wird ohne Ausnahme durch 30 Minuten lange Erwirm- 
ung im Wasserbad bei 56° C ein Bisschen, bei 60° C aber betrichtlich 
beeintrichtigt und bei 70° C bis auf ein Restchen vernichtet. Dieser 
Befund deckt sich auch mit dem bei Serumproteaseuntersuchung 
vollkommen. 


(5) Schutzwirkung des Substrateiweisses auf 
Exsudatprotease vor Hitzeeffekt. 
Exsudat von Pleuritis tuberculosa, mit reichlichen Fibrin; Eiweiss 5,2 %. 


Je 20 ccm aktivierten Exsudates wurden resp. mit 20 ccm einer Nutroselésung 
verschiedener Konzentration (8 %-, 4 %- und 1 %-iger) baw. destillierten Wassers 
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Tabelle V. 





Verhalten der proteolytischen Wirkung des Peritoneal-, Pleura- und Hydro- 


zelenergusses gegen Erhitzung. 





Erguss (1 :2) 10,0 ccm 
Nutroselésung A - 25,0 ccm 
{ Chloroform 0,4 ecm 
Antiseptika j Toluol 4,0 ccm 
Bruttemperatur 37°C 
i (A) (B) (C) 
_—-s 'Hydrozelenfliissig- | Pleuraexsudat | Peritonealexsudat 
; keit 
Minut - = 
_~ ” _Amino-N (mg) Amino-N (mg) Amino-N (mg) _ 
W = _ Bebriitungstage Bebriitungstage Bebriitungstage _ 
Nr. 3 3 5 3 5 
1 20°C | 0,64 1,02 1,80 0,99 1,90 
2 56°C 0,58 0,68 1,61 0,76 150 
3 60°C 0,18 0,40 | 0,65 0,08 0,48 
4 70°C | 007 0,06 | 0,08 0 | 019 
(Kontrolle) | 0 (1,10) | (0,50) | (0,77) | 
Tabelle VI. 






































Schutzwirkung des Substrateiweisses auf Exsudatprotease vor Erhitzung. 


Behandeltes Pleuraexsudat (1 : 4) 
u. 0% o) 


Nutroselésung (8%, 4%, 1% 
Nutroselésung (resp. 0%, 4%, 7% 
Antiseptikum: Toluol, 4,0 cem 
Brutte . peratur 37°C 


20,0 ccm 
20,0 ccm 
8%) 20,0 ecm 












































Versuchs- Nutrose- Erwirmt Amino-N (mg) 
reihe Probe lésung | 30 Minuten Bebriitungstage 
i " im Wasser- = 
Nr. Nr. % bad bei 0 3 | 5 
1 8 (0,46) | 1,85 | 2,88 
I 2 4 20°C (0,47) | 180 | 2,90 
3 1 (0,45) | 165 | 2:75 
4 0 (0,44) | 1,64 | 2/80 
i 8 (0,55) | 1,35 | 2,45 
I 2 4 56°C (051) | 118 | 1,85 
3 1 (0,47) | 0,85 1/42 
4 0 (0,45) | 048 | 0,83 __ 
i 8 (0,52) | 0,68 | 1,42 
lll 2 4 60°C (0.49) | 065 | 1,13 
3 1 (0,43) | 048 | O82 
4 0 (0,44) 0,27 0,45 
1 8 (0,45) 0,27 0,36 
IV 2 4 70°C (0,44) 0,30 0,32 
3 1 (0,44) 0,13 0,25 
4 0 (0,45) | 013 | 018 
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versetzt. Diese Versuchsreihe wurde vierfach angefertigt, wovon je eine im Wasser- 
bad bei verschiedener Temperatur (20°, 56°, 60° und 70° C) 30 Minuten lang erwiirmt 
wurde. Nach Ablauf der Frist wurden sie alle in Eiswasser getan und, um Eiweisskon- 
zentration und Gesamtfliissigkeitsmenge in simtlichen Proben gleichzustellen, wieder 
20 cem destillierten Wassers bzw. verschieden konzentrierter Nutroselésung (4 %, 
7 % und 8 %) den entsprechenden Proben hinzugefiigt. Simtliche Proben wurden 
dann bebriitet und wie iiblich analysiert. (Tabelle VI.) 


In der Versuchsreihe I und IV, welche bei 20° resp. 70° C erwirmt 
wurden, beobachtet man unter einzelnen Proben der Versuchsreihe 
keinen eklatanten Unterschied betreffs ihrer Spaltproduktmenge. 
In ersterer Reihe ist also der Effekt der Hitzewirkung zu schwach, 
m letzterer dagegen zu stark, als dass der Unterschied der Proben 
beziiglich ihres Eiweissgehaltes dabei irgendeinen Einfluss auf die 
Resistenz der Protease ausiiben kann. Gegen 56° und 60°C ist die 
Empfindlichkeit der Exsudatprotease mittelmissig stark, und dement- 
sprechend tritt die Schutzwirkung des Substrateiweisses gerade deutlich 
zu Tage, so dass die Proben, die mit mehr Eiweissgehalt der Hitze- 
wirkung ausgesetzt worden waren, immer gréssere Spaltproduktmenge 
lieferten. 


(6) Optimale Wirkungsreaktion der Exsudat- 
protease. 

(A) Erguss einer Hydrozele, die 3 Jahre lang bestanden hatte, erwies schon makro- 
skopisch reichliche Cholesterintafeln, mit kaum nachweisbarem Fibrin; Eiweiss 3,2 %. 
(B) Pleuraexsudat (Pleuritis tuberculosa) sah etwas griinlich aus, mit reichlicher 
Fibrinausscheidung; Eiweiss 4,8 %. (C) Peritonealexsudat (Peritonitis tuberculosa), 
sero-fibrinéds; Kiweiss 4,2 %. ° 

Genuine Hydrozelen- und Pleuraergiisse und aktiviertes Peritonealexsudat 
wurden als Fermentlésungen zur Untersuchung herangezogen. Als Regulatoren 
wurden M/10-Lésungen von Essigsiure, essigsaurem Natrium und | und II Phosphat 
nach Vorschrift von Michaelis® in bestimmten Mengenverhiltnissen verwendet. 
(Tabelle VII.) 


Die Exsudatprotease findet ihre optimale Wirkungsreaktion bei 
neutraler oder schwach alkalischer Reaktion auf Lackmus (pH = 6,70 
-8,30). Unter pH = 4,10 verliert sie ihre Wirksamkeit prompt. 

Mit dem Angefiihrten habe ich sichergestellt, dass die menschliche 
Exsudatprotease in ihren einzelnen Beschaffenheiten mit der Blut- 
serumprotease tierischer Natur vollkommen iibereinstimmt, so dass 
man daraus ungezwungen zur Annahme gelangen kann, dass die Ergeb- 
nisse meiner vorangehenden, mit Tiermaterialien ausgefiihrten Unter- 
suchungen auch direkt fiir menschliche Blutserumprotease gelten. 





5) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin, 1914, 189. 
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Schluss. 


1. Exsudate und Transsudate gehen mit Protease einher, die 
autolytisch und heterolytisch wirkt. 

2. Exsudatprotease wird durch Azetonbehandlung nach Y am a- 
kawa ebenso gut wie Serumprotease aktiviert. Das gilt aber nicht 
fir Transsudatprotease. 

3. Die Spaltproduktmenge der Exsudatprotease wird mit stei- 
gender Substratkonzentration immer reicher. Diese Abhingigkeit 
des proteolytischen Vorgangs von der Eiweissmenge ist durch Schutz- 
wirkung der Eiweisskérper bedingt. 

4. Proteolytische Wirkung genuinen Exsudates wird durch Verdiin- 
nung mit destilliertem Wasser begiinstigt, dagegen durch die mit 
NaCl-Lésung (0,9 %) stark gehemmt. 

5. Proteolytische Wirkung genuinen Exsudates wird durch An- 
wesenheit von Chloroform, noch mehr durch die von Chloroform 
und Toluol zusammen stirker beschleunigt als von Toluol. Proteolyse 
durch genuines Transsudat und aktiviertes Exsudat geht dagegen unter 
Toluol am vorziiglichsten vor sich. Diese Wirkung von Chloroform 
und Toluol ist anderseits nicht unbetrachtlich von der Bruttemperatur 
abhingig. 

6. Exsudatprotease wird durch 30 Minuten lange Erwirmung 
bei 56° C nur unbetrachtlich, bei 60° C und dariiber fast ganz vernichtet. 

7. Die optima’e Wirkungsreaktion der Exsudatprotease liegt 
in neutraler oder schwach alkalischer Reaktion auf Lackmus (pH = 
ca. 7,0). 
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INTRODUCTION AND REvIEW OF INVESTIGATIONS OF THE NERVE 
SUPPLY OF THE KIDNEY. 


The innervation of the kidney has long been the subject of many 
investigations, but is not yet fully understood. Though S mir- 
no w” found some nerve fibres in and between the cells of the tubules 
and capsules, nobody has been able to confirm the existence of specific 
nerve fibres for renal secretion. While Vogt and Schwarz 
could show no change in the urine secretion after the dissection of the 
renal nerve, Eckhard,” Knoll,” Klecki,®“ Grek,” Rohde 
and Ellinger,® Jungmann and Meyer™® and others, observ- 





1) Smirnow, Anat. Anz., 1901, 19, 347. 

2) Vogt, Arch. f. Anat. u. Physiol., 1898, Physiol. Abt., 399. 

3) Schwarz, Schmiedeberg’s Arch., 1900, 43, 13. 

4) Eckhard, Beitrige z. Anat. u. Physiol., 1869, 4, 155. 

5) Knoll, ibid.,; 1872, 6, 41. 

6) Klecki, Schmiedeberg’s Arch., 1897, 39, 173. 

7) Grek, ibid., 1912, 68, 305. 

8) Rohde and Ellinger, Zentralb. f. Physiol., 1913, 27, 12. 

9) Jungmann and Meyer, Schmiedeberg’s Arch., 1913, 73, 49. 











186 F. Nakazawa 


ing in their experiments that when a kidney was totally denervated 
not only the quantity but also the total amount of the constituents 
of the urine from it was much greater than that from another kidney, 
insist on the existence of a specific inhibitory nerve for the secretion 
of the kidney. But their argument seems baseless, as Yagi and 
Kuroda™ demonstrated that when the quantity of the secreted 
urine is altered by artificially regulating the blood supply of a kidney, 
the total amount of its constituents varies also accordingly. Further- 
more, it has recently been confirmed by Yoshimura™ that the 
change in the urine after the dissection of the renal nerve is the result 
of the increased circulation, arising from the loss of vaso-constrictor 
impulse of the renal nerve. 

On the other hand, Thompson,” Walti,™ Lazzaro 
and Pitini™ and others who observed that the secretion of the 
urine is influenced by atropine, have assumed some specific secretory 
nerve fibres for the kidney contained in the vagus, a view which was 
immediately opposed by Eichelberg,’! Loewi'® and Cow”, 
who pointed out that the action of this alkaloid on the kidney is not 
so characteristic as on the other true glands. Masius,'® Ar- 
thaud and Butte, Schneider and Spiro™ obtained re- 
duced urine secretion by the stimulation of the vagus, without taking 
into consideration the influence of the blood pressure, while Asher 
and Pearce,” Asher and Mauerhofer,™ and Pearce” 
showed, on the contrary, the increase in the urine and the total amount 
of its constituents due to its stimulation and the decrease in them after 
its dissection, thus suggesting the vagus as the secretory nerve of the 





10) Yagi and Kuroda, Journ. Physiol., 1915, 49, 162. 
11) Yoshimura, Tohoku Journ. Exp. Med., 1920, 1, 113. 
12) Thompson, Journ. Physiol., 1894, 16, 433. 
13) Walti,Schmiedeberg’s Arch., 1895, 36, 411. 
14) Lazzaro and Pitini, cited in Maly’s Jahresb. f. Tierchemie, 1899, 
29, 288. 
15) Eichelberg, cited by Cushny, The secretion of urine, London, 1917, 
186. 
16) Loewi, Schmiedeberg’s Arch., 1903, 60, 326. 
17) Cow, Journ. Physiol., 1914, 48, 1. 
18) Masius, cited in Zentralb. f. Physiol., 1889, 2, 615. 
19) Arthaud and Butte, Arch. de Physiol. norm. et path., 1890, 22, 379. 
20) Schneider and Spiro, Ergebnisse d. Physiol., 1902, 1, 419. 
21) Asher and Pearce, Zeitschr. f. Biol., 1913, 63, 83. 
22) Asher and Mauerhofer, ibid., 1918, 68, 31. 
23) Pearce, Am. Journ. Physiol., 1914, 35, 151. 





17, 


19. 








Nature of Renal Vaso-Motor Nerves 187 


kidney. A similar view is held now by Hildebrandt,™ Stier- 
lin and Verriotis”®» But Cushny® refuted this opinion in 
his text-book, because his careful examination of their papers has 
failed to convince him that vagus stimulation has any direct effect 
upon the secretion of the urine, except that due to the cardiac in- 
fluence; and by the works of Beco and Pulmier” and of 
Walravens,”® it has also been clearly shown that this argument is 
based on errors in technique; and afterwards even Pearce and 
Carter™® withdrew their previous supposition, having repeated 
similar experiments in which the renal oxygen consumption was deter- 
mined before and after the vagus stimulation. Even Renner 
could not discover any relation between the secretion of the urine and 
the vagus. In addition to this, the work of Lobenhoffer™” 
brought new light to the question by showing that the kidney trans- 
planted into the neck or grafted on to the splenic blood vessels could 
retain its activity, though all nervous connections were divided. 

Thus, any special influence of the renal nerves on secretion, other 
than its vaso-motor effect, appears to be disproved by many carefully 
repeated investigations. There is no doubt that the function of organs 
is greatly influenced by the condition of their blood supply and this 
relation is of great importance, especially for the secretion of the urine, 
because the kidney, like the circulatory system, develops ontogenetic- 
ally from the mesoderm and is supplied with abundant blood vessels, 
the latter making up a greater portion of it. 

It is desirable to decide accurately the origin, course and nature 
of the renal vaso-motor, both the vaso-constrictor and the vaso-dilator, 
nerves. As regards the vaso-constrictors, it has been positively as- 
certained by Cohnheim and Roy”, Bradford, Burton- 
Opitzand Lucus,™® Asher, Pearce and others, that they are 


24) Hildebrandt, Schmiedeberg’s Arch., 1921, 90, 142. 

25) Stierlinand Verriotis, Deutsch. Zeitschr. f. Chirug., 1920, 162, 37. 

26) Cushny, The secretion of urine, London, 1917, 11. 

27) Beco and Pulmier, Arch. internat. de Physiol., 1916, 4, 265. 

28) Walravens, Arch. Ital. de Biol., 1896, 25, 169. 

29) Pearce and Carter, Am. Journ. Physiol., 1915, 38, 350. 

30) Renner, Deutsch. Arch. f. kl. Med., 1913, 110, 101. 

31) Lobenhoffer, Grenzgeb. d. inn. Med. u. Chirurg., 1913, 26, 97. 

32) Cohnheim and Roy, Virchow’s Arch., 1883, 92, 424. 

33) Bradford, Journ. Physiol., 1889, 10, 358. 

34) Burton-Opitz and Lucus, Pfliiger’s Arch., 1908, 123, 553; 1908, 
125, 221; 1909, 127, 142. 
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contained only in the splanchnic nerve, while of the nature and course 
of the vaso-dilators, even of their existence, the question is not yet 
settled. 

Judging from the nature of the vaso-constrictor nerve fibers con- 
tained in the splanchnic nerve, many investigators naturally attempted 
to carry out their investigations of the vaso-dilator innervation at first 
on the vagus, as it is antagonistic to the splanchnic nerve. Cohn- 
heim and Roy, Walravens, Beco and Pulmier, Bur- 
t on-Opitz,» Asher and Pearce, Pearce and Carter, who 
stimulated the vagus below the outflow of the cardiac branches, did 
not recognize any effect on the renal vessels, while Masius, 
Arthaud and Butte, Vanni, Schneider and Spiro 
obtained constriction of the renal vessels by stimulation of the vagus. 
That is to say, the stimulation of this nerve appears to produce no 
change in the renal vessels, or sometimes vaso-constriction. 

But, on the other hand, Bradford, who performed a very 
careful study of the vaso-motor innervation of the kidney by means of 
the oncometer, reported that no evidence could be obtained for the 
existence of vaso-motor fibres for the renal vessels in the vagus, and 
that on the contrary the splanchnic nerve contained not only vaso- 
constrictor but also vaso-dilator fibres, which leave the spinal cord 
mainly from the anterior roots of the lower dorsal and the upper lumbar 
segments. This opinion has been supported by Dale,” and 
Bunce h*® also obtained a similar result with analogous experiments 
on other splanchnic vessels. From this, it appears that both kinds 
of vaso-motor nerve fibres are included in the splanchnic nerve and not 
in the vagus, which has no other effects on the function of the kidney. 

But it does not seem to me plausible that the vagus has no func- 
tional effect on the kidney, neither secretory nor vaso-motor, because 
this nerve angtomically sends a direct branch to the kidney. For this 
reason, even now, there are some authors who believe without valid 
evidence that the vagus contains vaso-dilator fibres for the kidney 
vessels. For example, Kestner* describes in the text-book of 
Zuntzand Loewy that, though the stimulation of the vagus some- 


35) Burton-O pitz, Journ. Exp. Med., 1911, 13, 308. 

36) Vanni, cited in M aly’s Jahresb. f. Tierchemie, 1894, 24, 268. 

37) Dale, Journ. Physiol., 1906, 34, 163. 

38) Bunch, Journ. Physiol., 1899, 24, 86. 

39) Kestner, Zuntaz’s Lehrbuch d. Physiol. d. Menschen, Berlin, 1920, 600. 
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times gives rise to vaso-constriction of the renal blood vessels, it must 
be accepted unquestionably as the renal vaso-dilator nerve. 

On the other hand, we must recall the well known “depressor 
reflex,”” which was investigated by Cyon and Ludwig,” Bay- 
liss” Folanow and Chalussow,”™ Martin and Men- 
denhall,™ who demonstrated that the fall of blood pressure pro- 
duced by the stimulation of the central end of the vagus may be based 
not only on the inhibition of the tonic activity of the vaso-constrictor 
centre but also on the direct excitation of the vaso-dilator centre. 
This phenomenon seems to me to hint at the existence of some relation 
between the vaso-dilator nerve and the vagus. Analogous evidence 
is put forward by Langloisand Desbouis,™ Abe and others 
who accept the vagus as the vaso-dilator nerve for the blood vessels 
of the lung. Sollmann*® has recently stated that, though the 
vaso-dilator fibres are naturally to be included in the vagus, the con- 
nection between these fibres and their myo-neural junctions is so little 
developed that it is rare to get clear evidences of vaso-dilation on the 
excitation of this nerve. Koennecke*” reported a very inter- 
esting fact, that when he looked at the outward appearance of the 
intestines through a window in the abdominal wall, the bowels became 
dark after the dissection of the splanchnic nerve, while on the con- 
trary, very anaemic and pale after the dissection of the vagus. We 
can not readily explain the cause of this anaemic appearance, as it 
may be accounted for not only by the preponderance of the vaso- 
constrictor impulse of the splanchnic nerve, but also by the loss of the 
vaso-dilator impulse of the vagus, if such be allowed. 

Reviewing these numerous observations, a divergence of opinion 
is found in the vaso-dilator innervation of the kidney, and the vagus 
seems to be the point in question. The reason why the results of the 
experiments on this nerve are not coincident may, without mentioning 





40) Cyon and Ludwig, cited by Bayliss, The vaso-motor system, 
London, 1923, 68. 

41) Bayliss, Journ. Physiol., 1893, 14, 303; 1908, 37, 264. 

42) Folanow and Chalussow, Pfliiger’s Arch., 1913, 161, 543. 

43) Martin and Mendenhall, Am. Journ. Physiol., 1915, 38, 98. 

44) Langlois and Desbouis, Journ. d. Physiol. et Pathol. gén., 1912, 
14, 282. 

45) Abe, Tohoku-Igaku-Zasshi (Jap.), 1922, 25, 1262. 

46) Sollmann, Physiological Reviews, 1922, 2, 484. 

47) Koennecke, Kl. Wochenschr., 1922, 1262. 
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the divergence due to the difference of the species of animals and the 
conditions of experiments, be looked for in the secondarily altered 
condition of the renal vessels brought about indirectly by various 
changes in the other splanchnic vessels. The heart is the first organ 
which directly affects the renal circulation, so that many investigators 
treated the vagus subphrenically or stimulated it below the outflow of 
the cardiac branches to avoid the indirect influence of the heart on the 
renal vessels. Nevertheless, even if thus treated, we must not neglect 
the other vessels in the wide splanchnic area, which are supplied with 
direct branches from the vagus and may, by their conditions, cause 
considerable change in the renal vessels. It is often difficult to decide 
whether an observed vascular change in an organ is the direct result 
of alterations in its own vascular tone, or is simply the mechanical 
result of the displacement of blood by the changes in the vascular tone 
of other organs. Bayliss states that stimulation of the central 
end of the depressor nerve produces an increase in the volume of many 
other splanchnic organs due to vaso-dilation, while on the contrary 
the volume of the kidney decreases, because its vaso-dilator nerve is 
so much less developed than that of the other splanchnic organs, so 
that the kidney can not keep a sufficient quantity of blood to dilate 
its vessels because of the preponderant vaso-dilation of other splanchnic 
organs and the lowering of the general blood pressure, thus sometimes 
resulting in a reduction in the volume of the kidney. If such an ex- 
planation is true, the experimental results may be different according 
to the conditions of the other splanchnic organs, even if the renal vessel 
is influenced by the vagus. 

It seems to me that it would be very interesting to investigate the 
vaso-motor innervation of the kidney by excluding this source of con- 
fusion, so I have undertaken the present work, using an improved 
method of experiment, in order to make some contribution to this 
perplexing question. 

METHOD OF EXPERIMENT. 

As stated above, in my experiment attention was especially di- 
rected to avoid the source of confusion, that is, the secondary change 
in the renal circulation due to the-condition of other splanchnic vessels. 
Hitherto, in most of the studies on the action of poisons and the effect 
of nerves on the renal blood vessels, usually the kidney volume was 





48) Bayliss, Ergebnisse der Physiol., 1906, 5, 334. 
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oncometrically estimated, or the vein-flow measured directly. These 
methods work well if the condition to be investigated can be confined 
strictly to the renal vessels, but sometimes they fail to bring about 
trustworthy results, as already mentioned. Accordingly, to obviate 
these complicating factors, the kidney should be separated from the 
circulation of the animal by artificially perfusing it; but if the nervous 
connection is severed, it becomes impossible to demonstrate directly 
the effect of nervous stimulation. 

In order to study the reactions of the vaso-motor centre, 8 01 I- 
mann and Pilcher™ and Carnot™ described a method in 
which artificial perfusion of the spleen in situ was applied, the arterial 
connection being completely severed and the nervous connection being 
left intact. Following this procedure, but with some modification, 
I perfused the kidney in situ with Ringer’s solution, by which the 
nervous connection of the kidney was not injured. The blood vessels 
of the kidney under these conditions will only be controlled by the 
vaso-motor nervous impulse directly coming to them and by any 
influence acting upon any part of the vaso-motor nervous system con- 
nected with the kidney (centre, ganglions and nerve fibres); otherwise 
it will be completely independent of the animal. Therefore, if a poison 
is injected into the artificial perfusion, it acts only on the renal vessels; 
on the contrary, when injected into the general circulation, the kidney 
is controlled by the effect of the poison on the vaso-motor centre, if it 
acts on the latter. Hence I injected parasympathetic and sympathetic 
poisons into the general circulation, in order to see whether or not these 
poisons act on the vaso-motor centre, before I applied them directly 
to the renal vessels. 

Almost all of my experiments were carried out with rabbits weigh- 
ing 1.5-2.5 kilos, anaesthetized with 0.5-1 grm. urethane per kilo of 
body weight. A cannula was first inserted in an external jugular vein. 
The abdomen was opened, the rectum and the inferior mesenteric 
artery were doubly ligated and divided, the greater part of the intestines 
and mesentery were cut off in the part near the mesenteric root, being 
tied en masse by strong ligatures. The stomach and duodenum should 
not be included to prevent injury to the semilunar ganglion and the 
other nerve fibres which supply the kidney. The left kidney was 
generally used. The renal artery and vein were carefully separated 





49) Sollmann and Pilcher, Am. Journ. Physiol., 1910, 26, 233. 
50) Carnot, Comptes Rendus de Biol., 1921, 85, 442. 
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from the surrounding tissues near the branching point from the aorta 
and cleaned with a blunt needle. It was essential, of course, that the 
nerve fibres should be separated from the vessels with the least possible 
injury. Next, the perfusion cannula was tied into the renal artery 
and the perfusion started with Ringer’s solution warmed to 38° C, 
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Fig. 1. Rabbit, <7, 1.8 kilos. Urethane. Artificial respiration. Perfusion of 
the left kidney. At C, 2 c.c., and at C, 1 c.c. 0.5 % curare into the jugular vein. 
At AS; asphyxia for 1 minute and at AS, asphyxia for 2 minutes. 


When the renal vein began to swell, the outflow cannula was inserted. 
Then the entire abdomen of the animal was dipped into a bath-tank, 
filled with about thirty liters of the warmed Ringer’s solution, 
for protection against drying and cooling of the nerve fibres and the 
exhaustion and death of the animal due to the loss of body heat. 
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First, before entering upon the experiment proper, the integrity 
of the vaso-motor connection must be accurately tested. For this 
purpose, the animal is placed under artificial respiration, curarized with 
3 c.c. of 0.5 % solution of curare, and after a little while the artificial 
respiration is temporarily stopped in order to produce the asphyxia. 
If the vaso-motor connection is intact, there should be a contraction of 
the renal blood vessels, as the vaso-motor centre is excited by the 
accumulation of carbon dioxide (Sollmann and Pilcher”), 
In my experiments of this sort, which numbered six, every break in 
artificial respiration was followed by marked vaso-constriction, as is 
shown in Fig. 1. while on the other hand the inhalation, or intravenous 
injection of amyl nitrite caused marked vaso-dilation (Fig. 2), so that 
in every instance the nervous connection was proved to be intact. 

In the experiments, I employed pilocarpine and atropine as 
parasympathetic poisons, adrenaline and apocodeine as sympathetic 
poisons. 


THE EFrrect OF PARASYMPATHETIC POISONS UPON THE RENAL 
Boop VESSELS. 

Up to the present, reports have been rarely published on the 
vaso-motor effect of parasympathetic poisons upon the blood vessels 
of the kidney. Inasmuch as the vaso-motor function of the para- 
sympathetic nerves in general is still an unsettled question, it seemed 
necessary in my investigation to deal first with this problem. 


(i) Pilocarpine. 
Indirect Action. 


Pilocarpine hydrochloride Merck was dissolved in a concen- 
tration of 0.1 and 1 % in Ringer’s solution and injected into the 
jugular vein in doses from 0.5 to 1 ¢.c. While the injection of a 
smaller dose is followed by no noticeable change in the outflow from 
the renal vein, a larger dose, 0.5-1 c.c. of 1% solution, sometimes 
causes a transitory decrease in the outflow, especially when it is rather 
quickly injected, accompanied by unrest and spasm of the animal 
(Fig. 3). Thus, the pilocarpine, when quickly injected, produces a 
transitory and prompt constriction of the renal vessels, with rapid 
recovery. 





51) Sollmann and Pilcher, Am. Journ. Physiol., 1911, 29, 100; 1912, 30, 
303. 
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Fig. 2. Rabbit, <7, 2 kilos. 
At AM 0.02 c.c. amy] nitrite into the jugular vein. 
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In considering the mechanism of this action of pilocarpine, the 
question may arise, whether this central vaso-constriction is due to the 
direct action of this drug on the vaso-motor centre or is simply the 
result produced secondarily by its action on other organs. Judging 
from the fact that this phenomenon was followed by unrest and spasm 
and observed only when a larger dose was quickly injected, it can not 
be readily traced to its central vaso-motor action. At first, the sudden 
fall of blood pressure caused by cardiac depression due to pilocarpine 
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Fig. 3. Rabbit, 9, 2.1 kilos. Urethane. Artificial respiration. Perfusionof 
the left kidney. At P 0.5 c.c. 1 % pilocarpine into the jugular vein. 


must be taken into consideration, an occurrence which produces a 
transitory disturbance of the cerebral circulation, asphyxia and then 
excitation of the vaso-motor centre. Therefore, in some cases, the 
blood pressure was recorded from the carotid artery together with the 
outflow from the kidney. When 0.5 c.c. of 1 % solution was injected 
very slowly at the rate of 0.5 c.c. per minute, the lowering of blood 
pressure was very slight and therefore no change occurred in the outflow 
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(Fig. 4), while the same dose, rather quickly injected, gave rise to a 
sudden fall of the blood pressure, which was immediately followed by 
the vaso-constriction of the kidney (Fig. 5). 

Hence, the central vaso-constriction, which is observed with 
pilocarpine, may be reasonably due to a transitory asphyxia of the 
vaso-motor centre, arising from the sudden fall of blood pressure 
which is caused by cardiac depression due to this drug. 
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Fig. 4. Rabbit, o, 1.9 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine slowly into the jugular vein. Bp, blood pressure. R, renal 
outflow. 


Direct Action. 


It is generally known that pilocarpine dilates the vessels of the 
skin. Langley,” Hunt, Fréhlich and Pick™ have ( 





52) Langley, Journ. Anat. and Physiol., 1875, 10, 66. 
53) Hunt, Am. Journ. Physiol., 1918, 44, 254. 
54) Fréhlich and Pick, Schmiedeberg’s Arch., 1913, 74, 107. 
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Fig. 5. Rabbit, @, 2 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine quickly into the jugular vein. Bp, blood pressure. R, renal 


outflow. 
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observed experimentally that this drug causes peripheral vaso-dilation. 
Analogous opinion was insisted on by Baehr and Pick,® Abe 
(vaso-dilation of the lung vessels) and D i x o n*® (of the brain vessels), 
while on the contrary Berezin*” reported the vaso-constricting 
action of this poison on the lung vessels and Brodie and Dixon™® 
that on the intestine and paw. On the other hand, however, A ms- 
ler and Pick and Giinther™ could observe no vaso-motor 
effect, while Omori and Nishikori™ suggest that this drug has 
a definite antagonistic action against the vaso-constricting action of 
adrenaline. 

When 0.5 c.c. of 0.01 to 1 % solution of pilocarpine was slowly 
introduced into the perfusion cannula, it was followed, without ex- 
ception, by a marked increase in the outflow, the degree of which 
was parallel to the dose used, and also dependent on the time of ad- 
ministration; the earlier in the stage of the perfusion it was injected, 
the more marked was the effect. But in spite of the dose used and of 
the stage at which it was injected, the result was always vaso-dilation. 
The administration of pilocarpine took place in various stages from 
the first to the sixth hour after beginning the perfusion. In the 
majority of experiments, the vaso-dilation was very slight when the 
injection was made at the start of the perfusion, while it became more 
and more marked as the course of perfusion progressed; in general 
the injection made during the stage from the second to the fourth 
hour was followed by a distinct vaso-dilation. At the sixth hour the 
effect was still apparent, but afterwards it became slighter, as the tonic 
activity of the renal blood vessels gradually decreased (Fig. 6). 

Thus the effect differs according only to the dose and the stage 
of injection, but is independent of the frequency of administration. 
What is the mechanism of this vaso-dilation? As is well known, pilo- 
carpine acts’on the vagus ending and causes excitation. Hence, if 
the vaso-dilator nerve fibres are included in the vagus, the vaso- 
dilation in question should be easily attributed to the action of pilo- 





55) Baehr and Pick, ibid., 1913, 74, 55. 
56) Dixon and Halliburton, cited by Langley, Das Autonome 
Nervensystem, Berlin, 1922, 31. 
57) Berezin, Pfliger’s Arch., 1914, 168, 219. 
58) Brodie and Dixon, Journ. Physiol., 1904, 30, 485. 
59) Amsler and Pick, Schmiedeberg’s Arch., 1920, 85, 61. 
60) Ginther, Zeitschr. f. Biol., 1916, 66, 280. 
61) Omori and Nishikori, Taiwan-Igaku-Zasshi (Jap.), 1921, 591. 
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carpine on the vagus ending. However, as already mentioned, whether 
the renal vaso-dilator nerve is included in the vagus or not, is of course 
a disputed question. Now, I have to attempt a very careful analysis 
of this mechanism, not only for pilocarpine, but also for the much 
questioned renal vaso-dilator nerve. 
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Fig. 6. Rabbit, 9, 1.6 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine into the entrance cannula. 


Generally in perfusion the increase in the outflow (vaso-dilation) 
is provoked by the following three mechanisms: (1) paralysis of the 
muscular coat of the blood vessels, (2) that of the vaso-constrictor end 
apparatus (ending or myo-neural junction) and (3) the stimulation of 
the vaso-dilator end apparatus. However, it is not plausible that this 
vaso-dilator effect of pilocarpine is related directly to the paralysis of 
contractile substance, for, judging from the action of this drug on the 
pupil, intestine, uterus and bronchial muscle, it is evident that pilo- 
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carpine can not act directly on the plain muscle in any case. Further- 
more, in my experiment, the effect of pilocarpine was immediately ar- 
rested by the addition of barium, while the action of the latter was not 
inhibited by the former. Obviously the vaso-dilation by pilocarpine 
is to be attributed not to its effect on the contractile substance, but to 
that on the end apparatus of the vaso-motor nerves. Then, the 
question is to be answered: paralysis of the vaso-constrictor end ap- 
paratus or stimulation of the vaso-dilator. 

Adrenaline is widely accepted as a poison, which acts on the myo- 
neural junction of the vaso-constrictor end apparatus. If pilocarpine 
paralyzes this vaso-constrictor end apparatus, a definite antagonistic 
relation should be observed between the actions of those two drugs. 
In my investigations, the action of adrenaline was not inhibited by 
pilocarpine, and pilocarpine was also effective after adrenaline (Fig. 7). 
Here, if the point of attack of pilocarpine is more central than the myo- 
neural junction nerve ending, then it may be natural that this drug 
does not arrest the effect of adrenaline, which acts on the myo-neural 
junction. But the fact that pilocarpine is also effective after the ad- 
ministration of adrenaline indicates presumably that pilocarpine can 
have a paralyzing effect neither on the nerve ending, nor on the myo- 
neural junction of the vaso-constrictor nerve, but on the vaso-dilator 
element. 

As further evidence, the vaso-dilator effect of pilocarpine became 
more and more distinct with the course of perfusion, as already de- 
scribed, while on the contrary, the effectiveness of adrenaline to the 
perfused renal vessels decreased in direct opposition to that of pilo- 
carpine (see below). According to the investigations of K. Luc us,” 
Bowditchand Warren,™ BaylissandHead,™ Howell, 
Budgett and Leonard,® in the mixed nerve which includes 
both vaso-dilator and vaso-constrictor fibres, the former is effective 
against cold and drying for a longer time than the latter. 

From these facts, there remains no point of attack for pilocarpine 
except the vaso-dilator end apparatus and, as a rule, the vagus is 
excited by pilocarpine, which, in my experiment, causes peripheral 





62) K. Lucus, Journ. Physiol., 1906, 35, 310. 

63) Bowditch and Warren, Journ. Physiol., 1886, 7, 416. 

64) Bayliss and Head, cited by Bayliss, The vasomotor system, 
London, 1923, 51. 

65) Howell, Budgett and Leonard, Journ. Physiol., 1894, 16," 298. 
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Fig. 7. Rabbit, o, 1.5 kilos. 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine and at A 1 ¢.c. 0.001 % adrenaline into the entrance cannula. 


Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
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vaso-dilation of the renal vessels. It follows, therefore, inductively 
that the vaso-dilation of pilocarpine may easily be explained by 
stimulation of the vagus, if the vagus really includes the vaso-dilator 
fibres. But this is just the point under discussion, as has already 


been mentioned. 
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Fig. 8. Rabbit, @, 1.6 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine and at A 1 ¢.c. 0.01 % atropine into the entrance cannula. 


O zak i®™® observed that atropine in a small dose arrests the vaso- 
dilation of cholin, which is attributed to the stimulation of the vaso- 
dilator nerve ending. This action of atropine was also believed by 
Yamaguchi.®™ As atropine has a paralyzing effect on the vagus, 





66) Ozaki, Acta Scholae Medicinale Kioto, 1917, 2, 143. 
67) Yamaguchi, Nisshin-Igaku (Jap.), 1922, 4, 997. 
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it is rational to examine the action of pilocarpine together with this 
drug. A number of experiments were performed in which atropine 
was introduced in various doses, 0.5 to 2 c.c. of 0.001-0.1 % solution 
before, after and together with pilocarpine. In all instances the effect 
of pilocarpine was always a dilation of the renal vessels, independent 
of the action of atropine (Fig. 8). 

This evidence points out that the vaso-dilator action of pilocarpine 
is to be attributed to the stimulation of the vaso-dilator end apparatus, 
but not necessarily to the stimulation of the vagus, inasmuch as no 
antagonizing action to atropine was proved. 


(ii) Atropine. 
Indirect Action. 


Intravenous administration of 0.5 or 1 ¢.c. to 1 % solution of 
atropine sulphate was followed by no change in the blood pressure and 
the outflow of the renal perfusion. 


Direct Action. 


In my previous experiment, it has clearly been demonstrated that 
pilocarpine causes the vaso-dilation of the renal blood vessels, not- 
withstanding the control of atropine, which is widely accepted as an 
antagonistic poison to the former. Now, in order to observe the unique 
action of atropine on the blood vessels of the kidney, 1 or 2 c.c. of 
0.001 to 0.1 % solution of atropine sulphate in Ringer’s solution 
were injected into the solution of the perfusion, but no change could 
be demonstrated (Fig. 9). If the vagus has any vaso-motor function 
on the kidney vessels, atropine should have an effect on it, for this 
poison paralyzes the ending of this nerve, or at least it must have some 
antagonistic effect on the vaso-dilation caused by pilocarpine. 

Judging from the action of these two parasympathetic poisons on 
the renal blood vessels, pilocarpine seems to stimulate the vaso-dilator 
nerve, granting that the kidney is supplied by this sort of nerve fibres. 
This explanation would be plausible if they are contained in the vagus. 
However, as stated above, atropine neither acts on the renal blood 
vessels, nor modifies the vaso-dilator action of pilocarpine, so that it is 
improbable that the vagus carries the vaso-dilator nerve fibres to the 
kidney. Therefore, the next experiment was devoted to determining 
the action of sympathetic poisons on the renal blood vessels in order 
to learn the function of the splanchnic nerve. 
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Tue Errect oF SYMPATHETIC POISONS UPON THE RENAL BLOop 
VESSELS. 
(i) Adrenaline. 

Up to the present, the effect of adrenaline, especially on the renal 
blood vessels, has been reported by few investigators. Schlayer®® 
reported that the reaction of the renal blood vessels to this poison is 
at first vaso-constricting but afterwards turns gradually into vaso- 
dilation, while Zuckerstein,™ Pentimalli and Quer- 
cia™® observed only vaso-constriction. There have been no reports 
of any experiments dealing with the action of this poison on the vaso- 
motor centre with respect to the renal blood vessels. 
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Fig. 9. Rabbit, 9, 1.9 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At A; 
0.5 c.c. 0.001 % atropine, at A» 0.5 c.c. 0.01 % atropine and at A; 0.5 c.c. 0.1 % atro- 
pine into the entrance cannula. 


Indirect Action. 


When 0.2 to 1 c.c. of 0.1 % solution of adrenaline hydrochloride is 
given intravenously, it is promptly followed by paleness of the wall of 





68) Schlayer, Miinch. med. Wochenschr., 1908, 2604. 
69) Zuckerstein, Zeitschr. f. Biol., 1919, 67, 293. 
70) Pentimalli and Quercia, cited in Maly’s Jahresb. f. Tierchemie, 


1912, 42, 1195. 
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the stomach and intestines, and the constriction of the blood vessels 
of the right kidney, which is not perfused and remains in the general 
circulation, is distinctly seen with the naked eye. This vaso-con- 
strictor effect of adrenaline on the splanchnic area has been reported 
by Schmid,” Gerhardt,” Bradford and Dean,™ Oga- 
wa™ and others. While the vascular constriction was so distinct 
in the splanchnic area in the general circulation, into which adrenaline 
was injected, that it was detected with the naked eye, no change was 
seen in the outflow from the perfused left kidney, which was under the 
influence of adrenaline only through its action on the vaso-motor centre, 
but not directly. This indicates that the effective vaso-constrictor 
action of adrenaline is purely peripheral and it has no action on the 
vaso-motor centre, as it has already been shown by v. Mering,’® 
Gottlieb,” Velich,”™” Pick,®™ Loewi and H. Meyer™ 
and others, who have recognized that adrenaline always causes vaso- 
constriction, though the medulla oblongata is cut up or the spinal 
cord destroyed and even after the cessation of the function of the 
vaso-motor centre by the administration of a large dose of chloral 
hydrate. 
Direct Action. 


0.5 to 1 e.c of 0.0001 to 0.1 % solution of adrenaline hydrochloride 
was injected directly into the entrance cannula. The diminution of 
the outflow, i.e. vaso-constriction, was the invariable effect, and when 
a large quantity of adrenaline was given, the outflow stopped entirely 
and did not begin again. The strength of this reaction seems to 
vary according to the stage of the perfusion in which the poison is 
administered, as in the case of pilocarpine, but in a reverse way, so 
that the vaso-constriction decreases in strength with the course of the 
perfusion, i.e. in the early period the effect is greater, but in the later, 
slighter. For example, the injection was made every one or two hours 
in the course of six hours of perfusion; in the very early stage 0.0001 % 





71) Schmid, Pfliger’s Arch., 1909, 126, 165. 

72) Gerhardt, Schmiedeberg’s Arch., 1900, 44, 161. 
73) Bradford and Dean, Journ. Physiol., 1894, 16, 34. 
74) Ogawa, Schmiedeberg’s Arch., 1912, 67, 89. 

75) v. Mering, ibid., 1875, 3, 185. 

76) Gottlieb, ibid., 1897, 38, 99. 

77) Velich, cited in Zentralb. f. Physiol., 1896, 10, 637. 
78) Pick, Schmiedeberg’s Arch., 1899, 42, 399. 

79) Loewi and Meyer, ibid., 1905, 53, 213. 
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solution was sufficient to produce distinct vaso-constriction, but in the 
course of the fourth hour 0.001 % solution brought about scarcely any 
distinct reaction and finally in the sixth hour 0.01 % solution was 
almost without effect (Fig. 10). It is generally known that the effect- 
iveness of adrenaline is reduced with its repeated administration to the 
same sample, but the change described above in the effect of adrenaline 
on the renal blood vessels can not be directly accounted for by its 
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Fig. 10. Rabbit, 9, 1.5 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At A, 
0.5 c.c. 0.0001 % adrenaline, at A; 0.5 c.c. 0.001 % adrenaline and at A; 0.5 c.c. 0.01 % 
adrenaline into the entrance cannula. 


repeated injection, as in the later period of infusion the response to the 
injection of adrenaline is weak, though this is the first and only one 
made. Fig. 11 shows an instance of such an experiment in which ad- 
renaline was first given at the fifth hour. 

Thus the action of adrenaline on the kidney blood vessels is quite 
the opposite to that of pilocarpine, or in other words, the vaso-dilator 
effect of the latter increases in the course of the perfusion inversely 
to the vaso-constrictor effect of the former, which gradually decreases. 
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Fig. 11. Rabbit, #7, 1.7 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At A 
0.5 c.c. 0.01 % adrenaline into the entrance cannula. 








This relation is clearly demonstrated in Fig. 12 in which adrenaline and 
pilocarpine were alternately injected; in the last period the former 
produced no reaction, while the latter was still very effective. 
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It has been ascertained by Elliott, Langendorff,™ 
Langley,” Gerhardt and many others, that adrenaline is an 
effective stimulant to the sympathetic end apparatus and it has no 
no direct action on the plain muscle itself; this opinion is now above 
question. Thus, the vaso-constriction of the kidney produced by 
adrenaline is of course due to the stimulation of the sympathetic vaso- 
constrictor nerve endings, but not to the effect on the plain muscles 
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Fig. 12. Rabbit, <, 2.1 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At 
A 0.5 c.c. 0.001 % adrenaline, at P 0.5 c.c. 1 % pilocarpine and at B 2c.c. 1 % barium 
chloride into the entrance cannula. 


of the blood vessels. It follows, then, that the vaso-constrictor nerve 
fibres should be included in the splanchnic nerve. Here it seems of 
interest that the excitability of the vaso-constrictor nerve to adrenaline 
varies just in opposition to that of the vaso-dilator nerve to pilocarpine. 


80) Elliott, Journ. Physiol., 1905, 32, 401. 
81) Langendorff, Zentralb. f. Physiol., 1908, 21, 551. 
82) Langley, Journ. Physiol., 1901, 27, 237. 
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Atropine, in large doses, sometimes paralyzes the sympathetic end 
apparatus. Nishimaru® states that the vaso-constrictor nerve 
of the lung is excited by adrenaline and paralyzed by atropine. With 
regard to the relation between the action of these two poisons, I carried 
out some experiments. Ordinarily atropine has no special vaso-motor 
effect on the kidney, but when 0.5 to 1 ¢.c. of 1% atropine sulphate 
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Fig. 13. Rabbit, 9, 1.7 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At A 
1c.c. 0.01 % adrenaline and at At 1 c.c. 0.1 % atropine into the entrance cannula. 
was given immediately after the administration of adrenaline, distinct 
vaso-dilation was the result, and when the same poison was given 
before, the vaso-constrictor effect of adrenaline was markedly in- 
hibited (Fig. 13). In all seven experiments of this kind no exception 





83) Nishimaru, Okayama-lgaku-Zasshi (Jap.), 1923, 1. 
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was observed. This evidence suggests that atropine can reduce the 
increased tone of the vaso-constrictor end apparatus when excited by 
adrenaline. As an effective parasympathetic poison, atropine does 
not antagonize the vaso-dilator effect of pilocarpine, while the vaso- 
constrictor effect of adrenaline is clearly inhibited by atropine. This 
suggests some interesting points. 


(ii) Apocodeine. 


According to the investigation of Dixon,™ thtis drug paralyzes 
the sympathetic end apparatus. .But its central action is not yet 
determined. 

Indirect Action. 

0.5 to 2 c.c. of 1 % apocodeine hydrochloride solution, given in- 
travenously, causes no change, suggesting that this drug is without 
effect on the vaso-motor centre, or at least that it has no central 
action on the kidney blood vessels. 


Direct Action. 


If this poison attacks the sympathetic end apparatus, as is de- 
scribed by Dixon, it must have some antagonistic relation to adre- 
naline. 0.5 to 2 c.c. of 1 % apocodeine given directly into the entrance 
cannula gave rise to a very distinct vaso-dilation, and adrenaline be- 
vame less effective after the administration of this drug, while the 
vaso-dilation of apocodeine was affected neither by adrenaline nor by 
atropine (Fig. 14), but almost entirely arrested by the injection of 1 
c.c. of 1 % of barium chloride, the effect of which was never influenced 
by apocodeine (Fig. 15). This suggests that the point of attack of 
apocodeine is similar to that of adrenaline, and that it has a paralyzing 
effect on the vaso-constrictor end apparatus. 

Now it is obvious that the vaso-constrictor nerve fibres are in- 
cluded in the sympathetic, splanchnic nerve, but the relation between 
the vaso-dilator nerve and the action of pilocarpine remains unac- 


counted for. 
Tue AcTION OF PILOCARPINE AFTER THE DEGENERATION OF THE 
Vacus ENDINGS. 
It would be a simple inference to ascribe the vaso-dilation of 
pilocarpine to the stimulation of the vagus end apparatus. But in 





84) Dixon, Journ. Physiol., 1904, 30, 97. 





at: 


de 








Nature of Renal Vaso-Motor Nerves 


211 


order to accept the presumption two conditions must be fulfilled: 
first, the vagus should include the vaso-dilator nerve fibres; second, 
pilocarpine has some antagonistic relation to atropine, while there is 


no evidence in favor of such a supposition. 
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Fig. 14. Rabbit, <, 1.8 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. 


At 


A 0.5 c.c. 0.001 % adrenaline, at Ap 1 c.c. 1 % apocodeine and at At 0.5 c.c. 0.01 % 


atropine into the entrance cannula. 


I shall attempt to investigate the effect of pilocarpine after 


the 


degeneration of the vagus nerve endings. Under aseptic precautions 
the abdominal cavity was opened in the linea alba, the vagus carefully 
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Fig. 15. Rabbit, ¢, 2 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At Ap 
1 c.c. 1 % apocodeine and at B 1 ¢.c. 1 % barium chloride into the entrance cannula 
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located immediately below the diaphragm along with the oesophagus, 
doubly ligated ‘en masse with the total perioesophageal connective 
tissues, in order to avoid leaving the nerve fibres, resected 0.5 cm. 
long, and then the abdominal cavity was closed. Attention was 
especially directed not to omit the fine nerve fibres in the perioeso- 
phageal tissues, so that the oesophagus became almost naked after 
the resection of the nerve fibres and the surrounding connective tissues. 
In three to five weeks after the operation, when the vagus endings were 
completely degenerated, the action of pilocarpine on the blood vessels 
of the kidney, which had been prepared as before, was tested. 

A number of such experiments were performed, but notwithstand- 
ing the loss of the function of the vagus endings the effect of the pilo- 
earpine injection was always a distinct vaso-dilation of the renal blood 
vessels and the variation of the effectiveness in the course of the 
perfusion was similar to that previously described in the normal kidney. 

The action of atropine and adrenaline on the kidney blood vessels 
was influenced in no way by the degeneration of the vagus endings. 
They are independent of the combined administration of pilocarpine 
(Fig. 16). 

From those degeneration experiments it may be concluded that 
the point of attack of pilocarpine is not the vagus endings, but with 
this method of experiment,.though the vagus and its endings are surely 
completely destroyed, its receptive substance or so-called myo-neural 
junction can not be affected. Therefore, if the point of attack of 
pilocarpine is this myo-neural junction, as in the case of adrenaline, it 
is reasonable to conclude that the efficacy of pilocarpine is not in- 
fluenced by the loss of the function of the vagus endings and by the 
administration of atropine, the point of attack of which is the nerve 
endings. Next, some experiments were performed in order to deter- 
mine whether the vagus, on the whole, has any vaso-dilator function 
on the renal blood vessels, or not. 


THE EFFectT OF STIMULATION OF THE VAGUS TRUNK ON THE RENAL 
BiLoop VESSELS. 


The vagus was tied and divided just below the diaphragm and the 
peripheral end carefully separated from the surrounding connective 
tissues and left for about thirty minutes, wrapped with cotton wet with 
warmed Ringer’s solution, and then faradic stimulation of it was 
made by means of DuBois-Reymond’s induction apparatus 
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with an accumulator of 2 volts, of which the primary coil has 324 
windings and the secondary coil 3626. 

In not one out of ten experiments did the stimulation of the vagus 
cause any change in the outflow of the solution of the perfusion (Fig. 17), 
Thus the vagus, on the whole, has no vaso-dilator function on the 
renal blood vessels, so that, although pilocarpine is a strong parasym- 
pathetic stimulant, it is improbable that the vaso-dilator effect of this 
poison is due to the vagal myo-neural junction, in which the vaso- 
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Fig. 16. Rabbit, 9, 1.6 kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. At P 
0.5 c.c. 1 % pilocarpine, at At 0.5 ¢.c. 0.01 % atropine and at Ad 1 ¢.c. 0.001 % ad- 
renaline into the entrance cannula. 


dilator functidn has by no means been demonstrated. Also it has been 
pointed out above that it does not act upon the plain muscle. Thus, 
if the point of attack of pilocarpine in question lies in no part of the 
vagus, nor in the plain muscle, it is natural to infer that this poison 
must attack some other nerve of the kidney; that is, the splanchnic 
nerve. 

Bradford* has reported experimentally that the vaso-dilator 
fibres are included in the splanchnic nerve. This view is supported 
by D al e,’” who has found that, after ergotoxine, stimulation of the 
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anterior roots of the eleventh and twelfth thoracic nerves causes a 
dilation of the renal vessels instead of a contraction, and stimulation 
of the splanchnic nerve causes a fall instead of a rise of blood pressure. 
If this assumption is true, it may be inferred that pilocarpine causes 
vaso-dilation, exciting the vaso-dilator end apparatus contained in the 
splanchnic nerve. 
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Fig. 17. Rabbit, 9,2.2kilos. Urethane. Perfusion of the left kidney. Faradic 
stimulation of vagus. At P 1 c.c. 1 % pilocarpine. 


THE ACTION OF PILOCARPINE ON THE RENAL BLoop VESSELS AFTER 
THE DEGENERATION OF THE ENDINGS OF THE SPINAL NERVES 
BELONGING TO THE ANTERIOR Roots oF THE LOWER 
DorsaL AND UppER LUMBAR SEGMENTS. 


According to Bradford, the vaso-dilator nerve fibres for the 
kidney included in the splanchnic nerve leave the spinal cord mainly 
from the anterior roots of the lower dorsal and the upper lumbar 
segments. I have ascribed, for reasons given above, the vaso-dilator 
effect of pilocarpine to the stimulation of the end apparatus of the 
vaso-dilator nerve fibres. Now it can be readily determined whether 
these nerve fibres which pilocarpine attacks come really from these 
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anterior roots, as Bradford mentioned, or in other words, whether 
the vaso-dilator effect of pilocarpine disappears after the degeneration 
of the endings of these anterior roots. I have performed some ex- 
periments in which the anterior roots of the eleventh and twelfth 
dorsal and the first lumbar segments have been severed, since though 
the kidney, ontogenetically as a segmental organ, may receive its nerve 
fibres from the wide part of the cord, the main fibres for the vaso- 
dilator function of the renal blood vessels leave it from those roots. 
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Fig. 18. Perfusion of the left kidney. A, cat, o, 3 kilos, normal. B, cat, 
o&, 2.7 kilos. The anterior roots of the 11th, 12th dorsal and the 1st lumbar segments 
were severed 3 weeks previously. At P, 0.5 ¢.c. 1 % pilocarpine and at P, 0.5 c.c. 
0.1 % pilocarpine. 


In these experiments cats were used, because it was very difficult 
to keep rabbits alive three to five weeks after the operation, until the 
nerve endings of the several roots completely degenerated. 

After the nerve endings of several anterior roots have been com- 
pletely degenerated, the kidney of one side was treated and artificially 
perfused as before, and the vaso-dilator action of pilocarpine was 
tested. It can be contirmed that this became apparently less effective 
than that on the kidney with normal nerve endings, as is demonstrated 
in Fig. 18. Thus, we may ascertain that pilocarpine attacks the end 
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apparatus of the vaso-dilator nerves, which follow the splanchnic 
nerve and come from the anterior roots of the lower dorsal and upper 
lumbar segments. 

It should not be overlooked that, if pilocarpine is effective on the 
kidney thus treated, it might be supposed that pilocarpine acts on the 
receptive substance of the vaso-dilator nerve belonging to the an- 
terior roots, since the resection of the anterior roots can only result in 
the degeneration of their endings, but not their myo-neural junctions. 
But, as Langley*® and Dale*® maintain, the poison which 
attacks the myo-neural junction of the nerves becomes very effective 
after the degeneration of the endings, so that, if pilocarpine is a poison 
acting on the myo-neural junction, its vaso-dilator effect should become 
more distinct after the degeneration of the nerve endings, while just 
the reverse is the case. 

Thus, evidences have been put forward showing that pilocarpine 
causes a vaso-dilation of the kidney by stimulation of the endings of 
the vaso-dilator nerve, which leaves the spinal cord through the 
anterior roots and is included in the splanchnics. 


SUMMARY AND DIscUSSION. 


1. Pilocarpine causes exclusively peripheral vaso-dilation of the 
renal blood vessels, which, according to much evidence given above, 
is due to the stimulation of the vaso-dilator nerve endings. But 
judging from the experimental findings that it can not be antagonized 
by atropine and that the effectiveness remains constantly strong after 
the degeneration of the vagus endings and that faradic stimulation of 
the vagus trunk produces no effect on the renal circulation, this vaso- 
dilator effect of pilocarpine can not be accounted for by the stimulation 
of the vagus endings, as is believed by a number of investigators. 
Evidence has been given that this effect is based on the stimulation 
of the vaso-dilator nerve endings belonging to the anterior roots of the 
lower dorsal and upper lumbar segments. 

2. Atropine has neither central nor peripheral effect on the renal 
circulation, while it acts contrary to adrenaline and produces sometimes 
vaso-dilation by paralyzing the vaso-constrictor end apparatus, es- 
pecially when its tone is increased by adrenaline. 





85) Langley, Journ. Physiol., 1906, 33, 374. 
86) Dale, ibid., 1906, 34, 163. 
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3. Adrenaline causes purely peripheral vaso-constriction, but has 
no effect on the vaso-motor centre. The point of attack is surely the 
end apparatus of the vaso-constrictor nerve, which passes through the 
splanchnic nerve. 

4. Apocodeine also has no effect on the centre, but causes peri- 
pheral vaso-dilation, which is contrary to adrenaline. 

According to the above pharmacological study, it is undoubtedly 
true that the vaso-constrictor nerve of the kidney follows the splanchnic 
nerve and its vaso-dilator nerve must also be included in the same 
nerve. The vagus has no effect, at least, on the renal circulation. 

Further evidence of the relation of atropine and the vaso-dilator 
nerve was given by Heidenhain,’” who demonstrated that 
atropine inhibited only the secretion but had no influence on the vaso- 
dilation caused by the stimulation of the secretory and vaso-motor 
nerves of some glandular tissues. In my experiments this poison has 
shown no effect upon the action of pilocarpine, stimulating the vaso- 
dilator nerve endings of the kidney. 

According to G o1 t z,®® stimulation of the peripheral part of the 
sciatic nerve causes vaso-constriction of the paw immediately after 
the dissection of this nerve, but some hours after the separation of that 
nerve, it produces vaso-dilation, which was attributed by O in um a® 
to the stimulation of the vaso-dilator nerve fibres belonging to the 
anterior roots of the spinal cord. I have also demonstrated in the 
experiments with adrenaline and pilocarpine, that the excitability of 
the vaso-dilator nerve for pilocarpine increases in the course of the 
perfusion of the kidney in opposition to that of the vaso-constrictor 
nerve for adrenaline, which gradually decreases. 

Dastre and Morat,”® Heidenhain™ and others ob- 
served that the cervical sympathetics include both vaso-constrictor 
and vaso-dilator nerve fibres, and it is generally believed that the vaso- 
dilator nerve ‘fibres for the coronary arteries are sympathetic. The 
relation of the innervation of the blood vessels and the action of the 
parasympathetic poisons, especially pilocarpine, on them does not 
appear positively determined yet. 





87) Heidenhain, Pfliiger’s Arch., 1872, 5, 309. 

88) Goltz, ibid., 1874, 9, 185. 

89) Oinuma, Journ. Physiol., 1912, 43, 345. 

90) Dastre and Morat, Compt. Rend. Acad. des Sciences, 1880, 91, 393. 
91) Heidenhain, Pfliiger’s Arch., 1878, 16, 1. 
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Sollmann holds the opinion, judging from the effect of the 
nervous stimulation, that most blood vessels are mainly innervated by 
the sympathetic nerve, which ordinarily causes vaso-constriction, while 
the stimulation of the parasympathetic nerve can not produce pure 
yaso-dilation without some accompanying metabolic process, the 
product of which is sometimes sufficient to dilate the blood vessels, 
but on the other hand parasympathetic poison often causes vaso-dila- 
tion, as pilocarpine in my experiment. In order to explain this diver- 
gence, he imagined that the connection of the parasympathetic nerve 
to its receptive substance is very poorly developed and not sufficient. 
This explanation suggests that he believes with Kestner*” that 
the vaso-dilator function belongs to the parasympathetic system. 

However, the presumption of a loose connection of the nerve 
endings and the receptive substance, even if the vaso-dilation is fol- 
lowed only by direct application of the parasympathetic poison and 
not by nervous stimulation, can not immediately be accepted, unless 
unquestionable evidence is produced to show that the parasympathetic 
poison can not attack anything else than the parasympathetic system. 
Edmunds reported that in the retractor penis, which has a typical 
double innervation, sympathetics cause contraction, parasympathetics 
inhibition, while pilocarpine produced contraction like adrenaline, and 
he attributed this contraction to the action of pilocarpine on the sym- 
pathetic contractor nerve. 

Moreover, Elliott maintains, supported by Hart man,* 
that the lowering of blood pressure caused by an exceedingly dilute 
solution of adrenaline is due to the stimulation of a supposed sympathetic 
vaso-dilator, present in some of the blood vessels. Ogawa, who 
observed an increase of outflow from the perfused legs of frogs, when 
a minute dose of adrenaline was added to the perfusion fluid, pre- 
sumed the presence of vaso-dilator sympathetic endings in the peri- 
pheral blood vessels. If, as Langley™ believes, sympathetics and 
parasympathetics have respectively their own excitatory and inhibitory 
nerve fibres and receptive substances, it is plausible to assume that the 
sympathetics supplying the blood vessels of the kidney carry both 
inhibitory and excitatory nerve fibres to them and it is not necessary, 





92) Edmunds, Journ. Pharm. and Exp. Therap., 1920, 15, 201. 
93) Hartman, Am. Journ. Physiol., 1915, 38, 438. 
94) Langley, Das Autonome Nervensystem, Berlin, 1922, 31. 
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in the explanation of the vaso-dilation due to pilocarpine, to consider 
whether the connection of the vagus endings and their receptive sub- 
stances are loose or not. In the pharmacological investigations on 
the involuntary nervous system, we need not always be compelled to 
assume the presence of a parasympathetic innervation in cases where 
the so-called parasympathetic poisons are effective. 














Experimentelle Studien uber den Einfluss der Schilddruse 
auf den Verlauf der Uramie. 
Von 
MASARU NAITO. 
(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 


Kaiserlichen Universitat zu Sendai.) 


a lo ae eles Be Lk Awe oR emai 221 
eae te hs elle Gide aemui sn Rn wie RA REde Mae 224 
Ill. Ergebnisse der ersten Versuchsanordnung.....................--000005 22t 
IV. Ergebnisse der zweiten Versuchsanordnung ...................seee000% 229 


1. Vergleich des Gehaltes an Rest-N und Harnstoff-N des Plasmas und an 
Gesamt-N und Chlorid des Blutes bei normalen, thyreopriven und 


hyperthyreoidisierten Kaninchen.......................0eeeeeees 229 

2. Vergleich des Gehaltes an Gesammt-N des Blutes bei beiden Ver- 
INI CUO CII 0, caved bo wiv oe acencan Cekinn'e dda encase 231 

3. Vergleich des Gehaltes an Rest-N samt Harnstoff-N des Plasmas 
bei beiden Versuchsbedingungen der Uriimie...................... 234 

4. Vergleich des Chlors des Blutes bei beiden Versuchsbedingungen der 
rte te itis oa ot cleaved acer aaa eC ald haehon hs oeines he 241 
W. “Somme an TRIO; 5.5 oko oki ei sc eee eckidececceccas 241 
i a aca re OS se sin aa eke mar wills A aiaWialins wala acd Ts. 


I. Einleitung. 


Da die urimische Erscheinung im eigentlichen Sinne nichts anderes 
ist als eine Autointoxikation der giftigen Stoffwechselprodukte, ins- 
besondere der stickstoffhaltigen Stoffwechselschlackensubstanzen, 
welche die erkrankten Nieren nicht auszuscheiden vermégen, so fragt 
sich nun, welche Rolle bei der Entstehung des urimischen Bildes die 
innersekretorischen Organe als Regulatoren des Stoffwechsels spielen? 

Unter den endokrinen Organen nimmt die Schilddriise in Bezug 
auf diese Frage eine hervorragende Stelle ein, weil klinische und ex- 
perimentelle Untersuchungen bestitigt haben, dass sie nicht nur auf 
den Kohlenhydrat-, sondern auch auf den Stickstoff- und Salzstoff- 
wechsel regulatorischen Einfluss ausiibt. 

Namlich Gigon” bemerkte eine Herabsetzung der Energie- 
und Eiweissumsitze bei Myxédem, Denning” und Rudinger*® 





1) Gigon, Med. Klinik, 1911, 7, 725. 
2) Denning, Miinch. med. Wochenschr., 1895, 42, 389. 
3) Rudinger, Wien. klin. Wochenschr., 1908, 21, 1581. 
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hingegen gesteigerten Eiweissumsatz bei Morbus Basedowii. 
Magnus-Levy,” Bleibtreuund Wendelstadt,® Ord 
und White,® Vermehren,” Andersson® u.a. nehmen an, 
dass die gesteigerte Funktion der Schilddriise Zunahme des Eiweiss- 
umsatzes zur Folge hat, da sie, im Gegensatz zur Beobachtung von 
Ewald” und Scholz,’ bei gesunden Menschen, Fettleibigen, 
Myxédemkranken und Basedow- Kranken durch Schilddriisen- 
fiitterung vermehrte Stickstoffausscheidung konstatieren konnten. 
Beim kiinstlichen Athyreoidismus der Tiere haben Eppinger, 
Falta und Rudinger"™ eine bedeutende Herabsetzung des 
Hungereiweissumsatzes, und Rowinsky™ und Kojima™ Ab- 
nahme der Stickstoffausscheidung im Harne nachgewiesen, wihrend 
nach Roos,!» Mayerle’® und Schéndorf f'” experimenteller 
Hyperthyreoidismus der Tiere mit einer Steigerung des Eiweissumsatzes 
einhergeht. Ferner bestitigte Kot tmann!'® die Angabe, dass die 
Organe beim’ experimentellen Hyperthyreoidismus sich rapider 
(Schryver™ und Bayer™®), und die thyreoidektomierter Tiere 
sich langsamer (Stookey und Gardner) zersetzen als die 
normaler. Auch Mansfelds und Hamburgers” Experi- 
mente ergaben den Befund, dass die praemortale Eiweisszersetzung 
durch die Schilddriise beeinflusst wurde. Endlich stehen der Wasser-, 





4) Magnus-Levy, Zeitschr. f. klin. Med., 1897, 33, 269. 
5) Bleibtreu u. Wendelstadt, Deutsch. med. Wochenschr., 1895, 
346. 
6) Ord u. White, British med. Journ., 1893, II, 217. 
7) Vermehren, Deutsch. med. Wochenschr., 1893, 1037. 
8) Andersson, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1903, 33, 880. 
9) Ewald, Berlin. klin. Wochenschr., 1895, 55. 
10) Scholz, Zentralbl. f. inn. Med., 1895, 16, 1041. 
11) Eppinger, Faltau. Rudinger, Zeitschr. f. klin. Med., 1909, 67, 
380. ; 
12) Eppinger, Falta u. Rudinger, Verhandl. d. Kongres. f. inn. 
Med., 1908, 25, 345. 
13) Rowinsky, Ref. M al y’s Jahresbericht, 1914, 44, 324. 
14) Kojima, Quart. Journ. of experim. Physiol., 1917, 11, 351. 
15) Roos, Zeitschr. f. physiolog. Chem., 1896, 22, 19. 
16) Mayerle, Zeitschr. f. klin. Med., 1910, 71, 71. 
17) Schéndorff, Arch. f. d. ges. Physiol., 1897, 67, 395. 
18) Kottmann, Zeitschr. f. klin. Med., 1910, 71, 369. 
19) Schryver, Journ. of Physiol., 1905, 32, 159. 
20) Bayer, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1909, 39, 894. 
21) Stookey u. Gardner, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1908, 38, 499. 
22) Mansfeldu. Hamburger, Arch. f. d. ges. Physiol., 1913, 162, 50. 
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Chlor-, Kalzium- und Phosphorstoffwechsel, nach den Untersuchungen 
von Gigon,” Kojima,” Roos, Scholz und Ep- 
pinger™® mit der Funktion der Schilddriise in enger Beziehung; 
beim Hyperthyreoidismus wird die Ausscheidung dieser Substanzen 
gesteigert, beim Thyreoidektomierten umgekehrt herabgesetzt. 

Es fragt sich nun: was fiir einen Einfluss ibt die Schilddriise auf 
den Organismus bei Niereninsuffizienz aus, die gestérten Stoffwechsel 
im Gefolge hat? Einige Tatsachen weisen auf gewisse Zusammenhinge 
der Schilddriise und Nierenfunktion hin. Rosenblat™ erblickt 
die Todesursache beim kiinstlichen Hyperthyreoidismus in den kol- 
loidihnlichen Gebilden in den Nierenepithelien, und Tibert i?® 
bemerkte Zunahme von kérnigem Sekret in den Schilddriisenepithelien 
bei nephrektomierten Tieren. Wir haben klinisch erlebt, dass Uriimie 
oft durch Zugabe von Schilddriisensubstanz rasch verschlimmert 
wurde. Hierzu sei die Krankengeschichte zweier derartiger Fille, 
welche ich kiirzlich beobachtet habe, kurz mitgeteilt. 

Fall 1. 37 jahrige Bauerin. Vor einem Jahre, wihrend ihrer siebenten 
Schwangerschaft, litt der vorher gesunde Kranke an Nierenleiden, welches aber nach 
der Fehlgeburt scheinbar geheilt war. Bei ihrer letzten Schwangerschaft bekam sie 
wieder einen Riickfall und wurde in unsere Klinik aufgenommen. Der Verlauf war 
infolge therapeutischer Massregeln und kiinstlicher Unterbrechung der Schwanger- 
schaft glatt, nach zwei Monaten erheblich gebessert. Zwei Monate spiiter wieder 
Recidiv. Neben heftigen Kopfschmerzen, dauernder Nausea, hiufigem Erbrechen, 
unausdriickbarem Unwohlsein fiihlte sie stets hochgradige Praecordialangst und 
Herzklopfen. Appetit minimal. Nachtschlaf schlecht. Gesicht gedunsen. Herz- 
dimpfung erheblich vergréssert. Blutdruck schwankte zwischen 190-220 mm. Hg 
Riva-Rocci. An beiden Augen Retinitis albuminurica. Harn vermindert an 
Menge, Albumen von 0,8-1,0 %, spezifisches Gewicht von 1013-1017, im Sedimente 
fanden sich neben Epithelien und Eiterzellen spirliche rote Blutkérperchen und 
reichlich Zylinder. Verdiinnungs- und Konzentrationsfihigkeit der Niere hochgradig 
affiziert. Im weiteren Verlauf Harnmenge beinahe zur Norm vermehrt, Herzklopfen 
bedeutend gebessert, aber Praecordialoppression und allgemeines Unwohlsein nicht. 
Appetit war sehr schlecht, die Kranke erbrach sich von Zeit zu Zeit. Stets Klagen 
tiber Kopfschmerz, zuweilen psychische Aufregung. Nachdem dieser Zustand einige 
Wochen lang angedauert hatte, wurde 0,07 g getrockneter Schilddriisensubstanz 
(Thyroideum siccum, Parke-Davis) gegeben. Ungefihr 7 Stunden danach wurde 
sie sehr aufgeregt und angstlich. Hochgradige Praecordialangst und Hitzegefiihl im 
ganzen Kérper. Von Zeit zu Zeit Delirien, Bewusstsein allmihlich getriibt, Bett- 
nissen. Harnmenge nahm rasch ab. Endlich traten sich wiederholende kurzdauernde 
tonische Kriimpfe und Exitus letalis nach 12 Tagen ein. Bei der Sektion wurde 
beginnende Schrumpfung der Nieren bestitigt. 





23) Eppinger, Pathologie und Therapie des menschlichen Odems, Berlin, 
1917, 50. 

24) Rosenblat, Ref. M al y’s Jahresbericht, 1894, 24, 434. 

25) Tiberti, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1905, 35, 563. 
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Fall 2. 28 jahriger Mattenmacher. Im April dieses Jahres begann er iiber 
stetigen Kopfdruck und leichte Miidigkeit zu klagen. Appetit nahm ab. Nach 
einigen Wochen kam es zu allmihlich zunehmender Anschwellung erst an den Beinen, 
dann am Gesichte und ganzen Koérper. Bei Kérperbewegung traten Herzklopfen und 
Kurzatmigkeit ein; er konnte seine Arbeit nicht mehr fortsetzen und wurde in unsere 
Klinik aufgenommen. Beider Aufnahme fiel vorerst das hochgradige Odem am ganzen 
K6rper auf, und in der Bauch- und Brusthohle liess sich miissige Fliissigkeitsansamm- 
lung nachweisen. Herzdimpfung etwas vergréssert. Der Blutdruck betrug um 156 
mm Hg. Harn war blassgelb, spezifisches Gewicht 1012, Eiweissgehalt 2-3 %. Im 
Sedimente spiirlich Zylinder und Eiterzellen, aber keine roten Blutkérperchen auf- 


zufinden: 

Im Laufe einer Woche nach der Aufnahme stieg die Harnmenge von 1800 auf 
3000 ccm an, die Anasarka nahm rasch ab. Appetit wiederhergestellt, sonstige 
Zustinde wurden merkwiirdig besser. Dann verabreichte man ihm jeden Tag 0,5 g 
getrockneter Schilddriisensubstanz (Thyroideum siccum, Parke-Davis). Nach 5-6 
Tagen nahmen Kopfschmerz und Miidigkeit wieder zu, er wurde schlafsiichtig. 
Hiufiges Erbrechen. Zunehmendes Odem am Gesichte, Oligurie. Weiter traten 
geistige Abstumpfung und Niedergeschlagenheit ein. Nun wurden die urimischen 
Symptome trotz des Unterbrechens der Thyroideumgabe allmihlich deutlicher, es 
trat rasch tiefe Benommenheit ein. Die Harnmenge verminderte sich bedeutend, 
zuletzt bis zur Anurie. Mehrmals klonische Kriimpfe. Exitus nach einigen Tagen. 
Bei der Sektion ergab sich hochgradige granulire Atrophie beider Nieren. 

Die oben beschriebenen Fille haben mich davon iiberzeugt, dass 
die Schilddriisensubstanzen auf die urfiimischen Erscheinungen schiid- 
. . . eo . + . 
lich einwirken kénnen. Diese Uberlegung hat mich dazu veranlasst, 
folgende Versuche zu unternehmen, um eine experimentelle Grundlage 
fiir den Einfluss der Schilddriise auf den Verlauf der Urimie zu schaffen. 


II. Versuchsmethodik. 


Die Niereninsuffizienz wurde durch beiderseitige Nephrektomie 
und Ureterenunterbindung hervorgerufen an drei Tierreihen: an nor- 
malen, hyperthyreoidisierten und thyreopriven Kaninchen. Die 
Untersuchungen verliefen in zwei Reihen. In der ersten Versuchs- 
anordnung wurden die Lebensdauer und die urimischen Symptome 
nach dem operativen Eingriffe an drei Tierreihen untereinander ver- 
glichen und in der zweiten Versuchsanordnung die Blutverinderung 
mittels der quantitativen Analyse des Gesamt-, Rest- und Harnstoff- 
stickstoffs sowie des Chlorids vor und nach der Niereninsuffizienz bei 
den drei Kaninchenreihen untereinander verglichen. 

(1) Versuchstiere: Junge weisse Kaninchen minnlichen Geschlechts 
wurden mehrere Tage lang einzeln in Metalldrahtkifige gesetzt und fiir gute Ernih- 
rung gesorgt. Obwohl das Kérpergewicht beim Beginn des Versuchs meist zwischen 
1400-1700 g schwankte, war es beim Niereneingriff je nach der Schilddriisenfunktion 
ziemlich verschieden. Das Tier, welches taglich ungefiihr 250 g Tofukara®® erhielt, 





26) K. Naito, Tohoku Journ. of Exp. Med., 1920, 1, 131. 
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nahm nach der Operation weder Nahrung noch Wasser zu sich. Aber bei meinen 
Experimenten war keine Riicksicht darauf nétig, weil die Urimie meistens von 
Inanition begleitet war. 

(2) Athyreoidismus und Hyperthyreoidismus: Athyreoid- 
ismus wurde durch Exstirpation™ der Schilddriise und Hyperthyreoidismus*®” durch 
fortgesetzte Fiitterung mit Thyroideum siccum (Parke-Davis) erzielt und die Symp- 
tome mit grosser Sorgfalt exakt beobachtet. 

Die Symptome des Athyreoidismus kommen meistens erst zwei Wochen nach 
Exstirpation der Schilddriise zur Beobachtung. Trotz zuweilen herabgesetzter 
Nahrungsaufnahme nimmt das Kaninchen an K6rpergewicht anfangs rasch, spiiter 
langsam zu. Allmiahlich wird es stumpfsinnig und benimmt sich gegen diussere Reize 
sehr trig. K6érpertemperatur ist entweder unverindert oder wird etwa um 1° C 
niedriger, Pulszahl nimmt durchschnittlich um 5 alle 5 Sekunden ab. Die Haare 
fallen mehr oder weniger aus. 

Die Symptome des Hyperthyreoidismus dussern sich ungefiihr nach einer Woche, 
wenn das Kaninchen taglich 0,1-0,2 g Thyroideum siccum pro kg erhilt. Anfangs 
wird das Kaninchen leicht aufgeregt und lebendig, zeigt grossen Appetit fiir die Nah- 
rung, aber umgekehrt grossen Ekel gegen den Thyroideumeinschluss. Das Kérper- 
gewicht des wachsenden Tieres hért zuerst auf, zuzunehmen, dann beginnt es allmih- 
lich abzunehmen, trotzdem der Appetit noch gesteigert bleibt. Beim Betasten fiihlt 
sich die Ohrmuschel ziemlich warm an; die Kérpertemperatur zeigt geringe Erhéhung 
innerhalb 1°C. Pulsfrequenz ist sehr labil und meistens um iiber 3-5 alle 5 Sekunden 
gesteigert, Atmung ebenfalls beschleunigt. Dass der Tonus der Muskulatur herab- 
gesetzt ist, ist daran erkenntlich, dass die Hinterbeine beim Tragen des T.eres ebenso 
wie die Ohren schlaff herabhingen. Hiufig treten Durchfiille auf. In keinem Fall 
war Exophthalmus tadellos zu konstatieren. Wenn die Symptome der Hyperthy- 
reoidisation klar zu Tage getreten waren, wurde die tiigliche Darreichung der Schild- 
driisensubstanz hin und wieder unterbrochen, um den Grad von Hyperthyreoidismus 
méglichst auf gleicher Héhe zu erhalten. . 

(3) Operationstechnik: Die Operation wurde unter aseptischen 
Kautelen ohne Narkose ausgefiihrt. Um die Schilddriise™ zu exstirpieren, wurde sie 
durch Aufschneiden der Haut und Muskeln in der Schildknorpelgegend lings 
der Medianlinie blossgelegt, mit Pinzetten aus dem umgebenden Bindegewebe stumpf 
abpripariert und nach Unterbinden eines Astes der A. laryngea inferior abgetragen. 
Die Wunde der Haut und Muskeln wird geschlossen. 

Bei der Ausfiihrung der Nephrektomie sowie der Ureterunterbindung*® wird das 
Tier auf dem Bauche befestigt. Ein einige Zentimeter langer Schnitt wird entlang 
der Muskelrinne zwischen Bauch- und Riickenmuskulatur angelegt, bei der rechten 
Niere von der letzten Rippe caudalwirts und bei der linken Niere in der Gegend, wo 
die Niere unter der Bauchdecke gut tastbar ist. Nachdem die Muskulatur vorsichtig 
abgespaltet ist, wird die Niere aus der Wunde herausgedriickt und die umgebenden 
Peritonealblitter abgezogen. Bei der Exstirpation unterbindet man den Nierenhilus 
doppelt dicht neben der Niere und schneidet ihn aus. Bei Unterbindung des Ureters 
wird die Niere nach Anlegen der Ligatur reponiert. Die Exstirpation sowie die Ure- 
terunterbindung wurde doppelseitig, zuerst auf der rechten Seite und dann auf der 
linken, in einer Sitzung ausgefiihrt. Der Erfolg der Operation wurde jedesmal nach 
dem Tode des T.eres durch Sektion kontrolliert 

(4) Bestimmung der Lebensdauer nach Niereninsuf- 
fizienz : Der Zeitpunkt, wo die Operation an der linken Niere vollzogen ist, wird 





27) Cunningham, Journ. of Exp. Med., 1898, 3, 147. 
28) Tamura, Tokyo-Igakkai-Zasshi, 1920, 34, 103 (jap.). 
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als Beginn der Niereninsuffizienz angenommen und von hier ab die Lebensdauer 
gerechnet. Ist das Tier in der Nacht eingegangen, so wird die Todeszeit aus dem 
allgemeinen Zustand am letzten Abend und der Kérperwirme und Totenstarre am 
nichsten Morgen geschitzt. 

(5) Gewinnung und Analyse der Blutproben: Sie wurde in 
einer Menge von ungefihr 4 ccm in der Hungerzeit vor der Operation aus der Randvene 
des Ohrmuschels, und aus der Jugularvene wihrend der Urimie entnommen. Zu 
ihrer Analyse wurden folgende Methoden angewandt: die B a n g’sche Mikromethode 
fir den Gesamtstickstoff des Blutes, den Harnstoff- und Reststickstoff des Oxalat- 
plasmas und die Volhard-Salkowski'sche Methode fiir Chloride des Blutes, 
wobei die Veraschung nach A. S a t 0? vollzogen wurde. Simtliche Analysen wurden 
in Duplikatur unternommen. 


III. Ergebnisse der ersten Versuchsanordnung. 


In den vorliegenden Versuchen wurde die Urimie, wie oben gesagt, 
auf zweierlei Weise hervorgerufen, nimlich durch beiderseitige Nephrek- 
tomie und durch beiderseitige Ureterenunterbindung. Bei ersterer 
tritt natiirlich einfach Retention harnfaihiger Substanzen und bei 
letzterer daneben noch allmihlicher Zerfall der Nierensubstanz im 
Kérper auf. Doch in Bezug auf die Symptome der Urimie liess sich 
kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden experimentellen 
Methoden und ebensowenig auch unter den thyreopriven, hyperthy- 
reoidisierten und normalen Tieren nachweisen. Nur war der Krank- 
heitsverlauf bei Hyperthyreose auffallenderweise schnell im Vergleich 
zu dem bei normalen und thyreopriven Tieren. 


Kurz gesagt, war der Verlauf der Urimie, wie folgt: Das Kaninchen schien nach 
der Operation friiher oder spiter gegen seine Umgebung teilnahmlos zu werden und 
verfiel tagsiiber in ruhigen Schlaf. Dabei verminderte sich der Appetit bis zum 
vélligen Versagen, und das Kérperzewicht nahm ziemlich rasch ab. Dann ging die 
Schlafsucht allmihlich in Benommenheit iiber. Es traten hier und da fibrillire oder 
fasciculare Zuckungen der Muskeln ein. Die Salivation und Nasensekretion steig- 
erten sich. Zuletzt wurde die Atmung tief und langsam, die Kérpertemperatur 
sank. Der Kot wurde diarrhéisch und roch sehr unangenehm. Schliesslich starb 
das Tier in ruhig hockender Stellung. 


Wihrend die Lebensdauer nach doppelseitiger Nephrektomie oder 
Ureterenunterbindung bei normalen Kaninchen von einigen Forschern 
bestimmt wurde, hat sie niemand bei thyreopriven und hyperthyre- 
oidisierten beobachtet. Bei normalen betrug sie nach Cou vée™ 
durchschnittlich 100 (96-102) Stunden, nach Ochi) 94 (55-140) 
Stunden. Sie ist weder vom Kérpergewicht des Tieres noch von der 
Jahreszeit abhangig. 





29) A. Sato, Tohoku-Igakkai-Zasshi, 1921, 6, 173 (Sitzungsbericht) (jap.). 
30) Couvée, Zeitschr. f. klin. Med., 1904, 64, 311. 
31) Ochi, Kyoto-Igaku-Zasshi, 1918, 15, 692 (jap.). 
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Mein diesbeziigliches Ergebnis geben zuniichst folgende zwei 
Figuren wieder (Fig. 1 und 2). 

Obwohl die Lebensdauer innerhalb gewisser Grenzen einer in- 
dividuellen Schwankung unterworfen ist, so war es doch die Regel, 
wie aus den Figuren ersichtlich ist, dass sowohl nach Nephrektomie als 
auch nach Ureterenunterbindung die Thyreopriven die Normalen 
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Thyreoprive Normale Hyper Lhyronisierte 


Fig. 1. Schematische Darstellung der Lebensdauer nach beiderseitiger Nephrek- 
tomie. 
Liinge des Lebens nach beiderseitiger Nephrektomie: 


bei Thyreopriven: bei Normalen: bei Hyperthyreoidisierten: 
Maximum 168 Stunden Maximum 187 Stunden Maximum 91 Stunden 
Minimum 72 Stunden Minimum 55 Stunden Minimum 11 Stunden 


Durchschnitt 119 Stunden Durchschnitt 107 Stunden Durchschnitt 54 Stunden 


linger itiberlebten, wihrend die Hyperthyreoidisierten auffallend friiher 
als die Normalen zu Grunde gingen. Das Ergebnis bei Normalen 
stimmte mit dem anderer Forschern gut iiberein. Ferner zeigten in 
derselben Tierreihe die Nephrektomierten lingere Lebensdauer als die 
Ureterenunterbundenen. 

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass gesteigerte Schilddriisen- 
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setzung ihn verzégert, und dass allmihlicher Zerfall der Nierensub- 
stanzen im Kérper den Tod beférdert. 

Brown Séquard und d’Arsonval® sahen, dass Ureter. 
enunterbundene Nephrektomierte iiberlebten, und wollten diese 
Differenz auf den Ausfall der inneren Sekretion der Nieren zuriick- 
fiihren. Meine Beobachtung ergab, in Ubereinstimmung mit 
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Thyreoprive Normale Hyperthyroidisierte 


Fig. 2. Schematische Darstellung der Lebensdauer nach beiderseitiger Ure- 
terenunterbindung. 
Liinge des Lebens nach beiderseitiger Ureterenunterbindung: 


bei Thyreopriven: bei Normalen: bei Hyperthyreoidisierten 
Maximum 110 Stunden Maximum 83 Stunden Maximum 58 Stunden 
Minimum &0 Stunden Minimum 45 Stunden Minimum 25 Stunden 
Turchschnitt 79 Stunden Durchschnitt 63 Stunden Durchschnitt 44 Stunden 


Inada, Tamura® und Jackson und Saiki,™ das um 
gekehrte, so dass die Ansicht von Brown Séquard und d’Ar 
sonval keineswegs allgemeingiiltig ist. Mag der Eintritt von 
Urimie immerhin etwas von der inneren Sekretion der Niere abhingig 


32) Zit. nach Bie d 1, Innere Sekretion, 2, Berlin u. Wien, 1913, 385. 
33) Inada, Tokyo-Igakkai-Zasshi, 1918, 32, 463 (jap.). 
34) Jacksonu. Saiki, Arch. of Intern. Med., 1912, 9, 79. 
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sein, so ist doch die Annahme héchst unwahrscheinlich, dass die 
Schilddriise indirekt auf dem Umweg iiber die endokrine Nierenfunktion 
den Verlauf der Urimie beeinflusst. Zweifelsohne steht die Schild- 
driise mittelst ihrer den Stoffwechsel, insbesondere den Stickstoff- 
wechsel beférdernden Titigkeit mit dem Auftreten urimischer Er- 
scheinungen in enger Beziehung. Darauf werde ich im folgenden 
Kapitel naher zu sprechen kommen. 


IV. Ergebnisse der zweiten Versuchsanordnung. 


Unter den verschiedenen Blutveriinderungen bei Urimie halten 
viele Autoren mit Vorliebe die Anhiufung der Reststickstoffsubstanzen 
fiir die Ursache der Uriimie. Dabei sieht man sie bald im Harnstoff, 
bald aber in den Reststickstoffsubstanzen ausserhalb des Harnstoffes. 
Da sich mit Recht vermuten lisst, dass die veriinderung des Reststick- 
stoffes bei Urimie sehr wahrscheinlich durch die Schilddriisentitigkeit 
beeinflusst wird, so wurde in vorliegenden Untersuchungen die Bestim- 
mung des Reststickstoffes in erster Linie angestellt.. Ferner wurde, 
unter der Voraussetzung, dass der Chlorstoffwechsel bei Uriimie wohl 
ihnlich wie bei Gesunden dem Einfluss der Schilddriise unterliegt, 
in den folgenden Experimenten neben Rest-N, Harnstoff-N und 
Gesamt-N auch Chlor im Blute bestimmt. 


(1) Vergleich des Gehaltes an Rest-N und Harn- 
stoff-N des Plasmas und an Gesamt-N und 
Chlorid des Blutes bei normalen, thy- 
reopriven und hyperthyreoidisierten 
Kaninchen. 


Bei normalen Kaninchen betrigt der Gehalt an Gesamt-N nach 
Inada*® 2267,0-2272,8 mg in 100 ccm Blut und der Gehalt an 
Rest-N nach B an g*® durchschnittlich 33 (24-47) mg in 100 g Blut, 
nach Inada* 41,9 (53,0-31,0) mg in 100 ccm Blut. Der Gehalt 
an Harnstoff-N betrigt nach Ban g®® 16 (8-33) mg in 100 g Blut, 
nach Inad a*) 27 (42,0-17,9) mg in 100 cem Serum. Ferner kon- 
statierte Juschtschenko*® an Hunden, dass das Gesamt-N 
im Serum bei Athyreoidismus eine Abnahme erfahrt. 

Die Daten des Gehaltes an Rest-N und Harnstoff-N des Plasmas 
und an Gesamt-N und Chlorid des Blutes, welche ich bei drei Tier- 





35) Bang, Ref. M aly’s Jahresbericht, 1915, 45, 96. 
36) Juschtschenko, Biochem. Zeitschr., 1913, 48, 64. 
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reihen (normalen, thyreopriven und hyperthyreoidisierten Kaninchen) 
gewonnen habe, werden unten tabellarisch wiedergegeben (Tab. I). 

In Bezug auf den Gehalt an diesen Stickstoffsubstanzen bei den 
drei Reihen von Kaninchen macht sich ein kleiner Unterschied bemerk- 
bar, ohne dass sich jedoch auffallende Abweichung voneinander zeigt. 
Namlich hinsichtlich des Gehaltes an allen untersuchten Substanzen 
ibertrifft der Hyperthyreoidismus das Normale und der Athyreoidismus 
steht dem Normalen nach. 


(2) Vergleich des Gehaltes an Gesamt-N des 
Blutes bei beiden Versuchsbedingungen 
der Urimie. 


Zunichst sei das Ergebnis der Bestimmung des Gesamt-N im 
Blute vor und nach doppelseitiger Nierenexstirpation und Ureteren- 
unterbindung unten aufgestellt (Tab. II). 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, zeigt der Gehalt an Gesamt-N 
unter beiden Versuchsbedingungen der Urimie in allen Tierreihen 
geringe Abnahme, welche aber in den Fallen der Ureterenunterbindung 
etwas starker ist als in den Fallen der Nephrektomie. Ferner kommt 
sie in beiden Operationsarten deutlicher zum Ausdruck bei schild- 
driisengefiitterten Tieren als bei normalen und thyreoidektomierten, 
wihrend sie bei den beiden letzteren ungefihr gleich ist. Es sei 
darauf hingewiesen, dass die Abnahme bei nephrektomierten nach 48 
Stunden kaum mehr fortschreitet, sie steht bis zum Tode beinahe auf 
gleicher Héhe. In den Fiillen der Ureterenunterbindung ging das 
Tier friiher zugrunde, so dass solchen zeitlichen Verlauf zu beobachten 
unméglich war. 

Es hat sich herausgestellt, dass bei Niereninsuffizienz das Gesamt-N 
des Blutes mehr oder weniger abnimmt und diese Abnahme durch 
gesteigerte Schilddriisenfunktion und auch durch Vorhandensein 
allmihlich zerfallenden Nierengewebes im K6rper verstirkt wird. Um 
den Grund dieser Abnahme zu erkliren, habe ich den Himoglobin- 
gehalt des Blutes bestimmt, weil es mir bei den Experimenten aufge- 
fallen ist, dass das Blut des uriimisch gemachten Tieres verdiinnt, d.h. 
hydriimisch erschien. Tab. III stellt das Resultat der Bestimmung 
dar. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, nimmt der Hamoglobingehalt 
bei Urimie ab, und zwar stirker bei ureterenunterbundenen Tieren 
als bei nephrektomierten, wie das auch beim Gesamt-N-Gehalt der 
Fall ist, wihrend er unter den drei Tierreihen kein ihnliches Verhalten 
wie Gesamt-N darbietet. Wahrscheinlich riihrt die Abnahme des 
Gesamt-N bei Urimie zum Teil von der mit der Niereninsuffizienz 
einhergehenden Hydrimie her. Ein weiterer Grund ist vorliufig 
nicht zu finden. 


(3) Vergleich des Gehaltes an Rest-N samt 
Harnstoff-N des Plasmas bei beiden 
Versuchsbedingungen der Uramie. 


Die Verinderungen des Reststickstoffes bzw. des Harnstoffstick- 
stoffes bei experimenteller Urimie wurden von Van M aanen,*” 
Herter und Wakeman,® Jackson und Saiki und 
Inada* %) u.a. untersucht, aber eine solche bei Urimie schild- 
driisengefiitterter bzw. thyreoidektomierter Tiere von niemandem 
berichtet. In meiner Untersuchung habe ich zuerst die Verinderung 
des Gehaltes an Reststickstoff und dann die an Harnstoffstickstoff des 
Plasmas an normalen, thyreopriven und hyperthyreoidisierten Tieren 
vor und nach der Niereninsuffizienz miteinander verglichen. Dabei 
wurde zugleich das Verhiltnis des Reststickstoffs zum Gesamtstick- 
stoffe beriicksichtigt, weil die Veriinderung des Reststickstoffs, welcher 
nichts anderes ist als ein Bestandteil des dabei an sich abnehmenden 
Gesamt-N, durch letzteren einen vermindernden Einfluss erleiden soll 
(vgl. Tab. II). Die vergleichszahlen sind aus Tab. IV, 1 ersichtlich. 

Wie der Rest-N-Gehalt des Plasmas bei experimenteller Urimie 
normaler Tiere nahm auch der bei den beiden anderen Versuchsreihen, 
d.h. der hyper- und athyreotischen, nach der Nierenoperation erheblich 
zu. Dementsprechend hat sich auch die Verhiltniszahl des Rest-N 
zum Gesamt-N bedeutend vermehrt, obwohl die Zunahme in einem 
bestimmten Zeitabschnitt individuel ziemlich schwankte. Zur Uber- 
sicht werden unten die durchschnittlichen Vergleichzahlen zusam- 
mengestellt (Tab. IV, 2). 

Wie aus der Tabelle erhellt, ruft die Hyperthyreoidisation eine 
bedeutende Zunahme der urimischen Reststickstoffzahl hervor, welche 





37) Van M aanen, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1905, 35, 381. 
38) Herter u. Wakeman, Journ. of Exp. Med., 1899, 4, 117. 
39) Inada, Fukuoka-Ikadaigaku-Zasshi, 1915, 9, 1 (jap.). 
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Tabelle IV, 2. 
Wichtige Zeilen mit Umrechnung aus der obigen Tabelle (IV, 1). 


Bestimmung des Reststickstoffes. 





Normale 


Hyperthyrcose 


Athyreose 
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viel grésser ist als die eines normalen Tieres, wihrend das thyreoprive 
Tier beziiglich der betreffenden Zahl einem normalen ziemlich nach- 
steht. Die fortschreitende Zunahme vollzieht sich bei einfach nephrek- 
tomierten von Stunde zu Stunde bis zum Ende ungefihr mit arith- 
metischer Progression, wihrend dies bei thyreopriven und _ schild- 
driisengefiitterten nach Niereninsuffizienz nicht der Fall ist. So ist 
zum Beispiel die Zahl des Rest-N 72 Stunden nach Nephrektomie bei 
normalen ungefihr anderthalbfach so gross wie die Zahl nach 48 
Stunden; sie ist bei thyreopriven und hyperthyreoidisierten kleiner als 
das anderthalbfache letzterer. Bei thyreoidektomierten vermehrt 
sich das Rest-N nicht wie bei normalen Tieren im gleichen Verhiltnis, 
sondern nimmt allmahlich an Steigungsintensitét ab. Bei schild- 
driisengefiitterten kumuliert es im Blute anfangs sehr rasch, spiter 
aber langsam, so dass im spiteren Stadium das Verhiltnis der Zunahme 
im Vergleich zu normalen und thyreopriven ein viel kleineres ist. 
Ahnliche Verhaltnisse wiirden sich wohl auch bei der Ureterenunter- 
bindung geltend machen, wenn die Lebensdauer dabei etwa so lang 
wie nach Nephrektomie wire. 

Jedenfalls weisen die oben angegebenen Resultate meiner Be- 
stimmung darauf hin, dass sich der Reststickstoff im Blute sowohl 
bei durch Nephrektomie als auch durch Ureterenunterbindung er- 
zeugter Niereninsuffizienz allmaihlich vermehrt und diese Retention 
des Rest-N im Blute durch Ausfall der Schilddriisenfunktion verzégert, 
durch deren Steigerung aber beschleunigt wird. 

Ferner ist zu bemerken, dass in allen drei Versuchsreihen die 
ureterenunterbundenen Tiere eine gréssere Zunahme an Rest-N als die 
nephrektomierten aufweisen, wenn man die Verhialtniszahlen des 
Rest-N zum Gesamt-N zum Vergleich heranzieht. Aber wenn man 
einfach den Gehalt des Plasmas an Rest-N selbst in Betracht zieht, so 
zeigen beide Operationsarten ein gleiches Verhalten sowohl bei thy- 
reoidektomierten als auch bei thyreoidingefiitterten, wihrend bei 
normalen Tieren die nephrektomierten den ureterenunterbundenen 
iiberlegen sind. 

Was die Verainderung des Harnstoffstickstoffgehaltes des Plasmas 
betrifft, so sind die Daten in Tabelle V, 1 angefiihrt. 

Wie die Tabelle zeigt, verhilt sich die Verinderung des Harn- 
stoff-N im grossen und ganzen analog wie die des Rest-N, d.h. der 
Harnstoff nimmt in allen Versuchsreihen nach der Operation allmahlich 
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gu, wobei die Zunahme bei Athyreose am geringsten, hingegen bei 
Hyperthyreose am gréssten ist. 

Der zeitliche Verlauf des sich vermehrenden Harnstoffstickstoffes 
gestaltet sich folgendermassen: In den Fiillen der Nephrektomie zeigt 
das Tier mit normaler Schilddriisenfunktion eine fortwihrende Zunahme 
des Harnstoffes in arithmetischer Progression, wiihrend beim thyreoi- 
dektomierten die Grésse der Zunahme wie die des Rest-N allmihlich 
vermindert wird, hingegen beim schilddriisengefiitterten der Harnstoff, 
welcher einmal nach Exstirpation der Nieren im Blute rasch retiniert 
ist, spiiter verhiltnismissig wenig zunimmt, vielmehr es zum Teil zu 
zersetzen scheint, weil dabei der iibrige Reststickstoff im Verhiiltnis 
zum Harnstoffstickstoff eine erhebliche Zunahme zeigt (siehe unten). 
M. E. diirfte der zeitliche Verlauf der Harnstoffveriinderung nach 
Ureterenunterbindung etwa iihnlich wie nach Nephrektomie sein. 

Wenn man in den drei Versuchsreihen die Zunahme des Harn- 
stoffes nach Nierenexstirpation mit der nach Ureterenunterbindung 
vergleicht, so kann man finden, dass an thyreopriven Tieren letztere an 
Grésse erstere iibertrifft, wihrend bei schilddriisengefiitterten gerade 
das umgekehrte Verhiltnis und in Fallen mit normaler Schilddriisen- 
funktion zwischen beiden kein Unterschied besteht. 

Wie oben dargelegt, scheint die Veriinderung des Harnstoffgehaltes 
im Blute im wesentlichen aihnlich wie die des Reststickstoffgehaltes vor 
sich zu gehen. Aber hier diirfen einige wichtige Unterscheide nicht 
iibersehen werden, wenn man den Harnstoffstickstoffanteil mit dem 
iibrigen Anteil des Reststickstoffes vergleicht. Der Ubersicht halben 
werden unten die durchschnittlichen Vergleichszahlen zusammenge- 
stellt (Tab. V, 2). 

Bei thyreoidektomierten sowie normalen Tieren iiberwiegt der Grad 
der Zunahme an Harnstoffstickstoff in einer Zeiteinheit sowohl nach 
Nephrektomie als auch nach Ureterenunterbindung mehr oder minder 
den des Nichtharnstoff-Stickstoffanteils des Reststickstoffes. Des 
Uberwiegen bleibt bis zum Ende bestehen. Werden die Fiille der 
Nephrektomie mit denen der Ureterenunterbindung verglichen, so 
sieht man, dass bei schilddriisenlosen erstere im Grade des Uberwiegens 
letzteren bedeutend nachstehen, wihrend bei normalen Tieren beide 
sich beinahe gleich verhalten. Bei nephrektomiertem Hyperthy- 
reoidismus iibertrifft der Harnstoff-N-Anteil an Schnelligkeit der 
Zunahme anfangs den Nichtharnstoff-N-Anteil ein wenig, um spiter 
als 48 Stunden diesem erheblich nachzustehen, indem er sich teil- 
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Tabelle V, 2. 
Wichtige Zeilen mit Umrechnung aus der obigen Tabelle (V, 1) 


Bestimmung des Harnstoff-N. 


Normale 


Athyreose 





Hyperthyreose 
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weise zersetzt. Dieser Umstand deutet auf die Wichtigkeit des 
Harnstoff-N sowie Nicht-Harnstoff-N-Anteils an -Reststickstoff hin, 
wovon spiter noch einmal die Rede sein wird. 


(4) Vergleich des Chlors des Blutes bei beiden 
Versuchsbedingungen der Uramie. 


Nach Inada*®-* nimmt der Gehalt des Blutes an Chlor bei 
experimenteller Uriimie normaler Tiere etwas zu. Eppinger®” 
fand, dass die Chlorausscheidung im Harne bei Hyperthyreoidismus 
vermehrt wird, wihrend sie bei Athyreoidismus abnimmt. Meine 
Untersuchung iiber die Veriinderung des Chlorgehaltes nach Nephrek- 
tomie sowie Ureterenunterbindung in den drei Tierreihen ergab 
Folgendes (Tab. VI). 

Abgesehen von einigen individuellen Verschiedenheiten gilt es als 
Regel, dass bei normalen, thyreoidektomierten sowie schilddriisenge- 
fiitterten Tieren der Chlorgehalt nach Nierenexstirpation anfangs 
etwas zunimmt, um dann nach 48 Stunden allmihlich abzunehmen, 
wobei die Zunahme bei normalen und thyreopriven deutlich, aber bei 
hyperthyreoidisierten geringfiigig ist, die Abnahme im Gegenteil nur 
bei hyperthyreoidisierten ziemlich merklich ist. Nach Ureteren- 
unterbindung dagegen zeigt der Chlorgehalt in allen drei Tierreihen 
fast gleichstarke Verminderung innerhalb 48 Stunden. 

Es erhellt aus dieser Untersuchung, dass auch die Verainderung 
des Chlorgehaltes des Blutes dem Einfluss der Schilddriisenfunktion 
unterworfen ist und ferner, dass sie dabei durch Vorhandensein 
pathologisch veriinderter Nieren im K6rper eine bestimmte Schwankung 
erleidet. 

V. Zusammenfassung und Diskussion. 

Vorliegende Versuche wurden unternommen, um den Einfluss der 
Schilddriise auf den Verlauf der Urimie experimentell zu untersuchen, 
weil manche klinische und physiologische Tatsachen darauf hinweisen, 
dass normale bzw. veriinderte Schilddriisenfunktion, welche fiir den 
Stoffwechsel des Organismus von grosser Bedeutung ist, bei Nieren- 
insuffizienz eine noch uniibersehbare Rolle spielen diirfte. In der 
ersten Versuchsreihe wurde bei normaler, gesteigerter und herab- 
gesetzter Schilddriisenfunktion die Lebensdauer nach doppleseitiger 
Nierenexstirpation sowie Ureterenunterbindung beobachtet und in 
der zweiten Versuchsreihe die Blutveriinderungen vor und nach der 
Operation an allen drei Schilddriisentieren verglichen. 
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(1) Sowohl nach Nephrektomie als auch nach Ureterenunter- 
bindung beschleunigt die gesteigerte Schilddriisenfunktion den uriim- 
ischen Tod; ihre Herabsetzung verzégert ihn. Das Vorhandensein 
von allmahlich zerfallenden Nierensubstanzen im Kérper verschlimmert 
den Verlauf der Urimie. 

(2) Verschiedene Blutveriinderungen erfahren die Kaninchen bei 
der Uriimie. Diese Veriinderungen der Blutbestandteile sind auf den 
bedeutenden Einfluss der veriinderten Schilddriisenfunktion zuriickzu- 
fiihren. 

(i) Bei Nierengesundheit, d.h. vor der Nieren-, resp. Ureteren- 
operation ist der Gehalt an Rest-N und Harnstoff-N im Plasma sowie 
an Gesamt-N und Chlorid im Blute beim Hyperthyreoidismus durch- 
schnittlich grésser als beim schilddriisenintakten Tiere und am kleinsten 
beim thyreoidektomierten. Jedenfalls ist die Differenz eine geringe. 

(ii) Bei allen drei Schilddriisenarten nimmt das Gesamt-N im 
Blute wihrend der Niereninsuffizienz sowohl nach Nephrektomie als 
auch nach Ureterenunterbindung allmahlich etwas ab. Diese Abnahme 
wird durch Steigerung der Schilddriisenfunktion verstirkt. Das 
Vorhandensein der allmihlich zerfallenden Nierensubstanzen im Kérper 
wirkt beschleunigend auf sie. Die Abnahme ist zum Teil wohl auf die 
Hydrimie zuriickzufiihren. 

(iii) Das Rest-N im Plasma nimmt dabei nach und nach zu und 
steigt zu'ezt zu bedeutender Héhe. Die Herabsetzung der Schild- 
driisenfunktion verzégert die Vermehrung des Rest-N, ihre Hyper- 
funktion beschleunigt sie. In letzterem Sinn wirkt auch die Resorption 
der zerfallenden Nierengewebe. Der zeitliche Verlauf dieser Zunahme 
des Rest-N erfolgt bei normaler Schilddriisenfunktion in arithmetischer 
Progression und bei Hypofunktion in allmaihlich abnehmendem Grade, 
wihrend bei Hyperfunktion der Grad der Zunahme zuerst grésser ist 
als bei den beiden anderen, spiter aber viel langsamer und kleiner wird. 

Der Harnstoff vermehrt sich etwa in fhnlicher Weise wie der 
Reststickstoff, doch liegt da ein wichtiger Unterschied vor, nimlich 
im Verhiltnis des Harnstoff-N zu Rest-N. 

Bei den drei Schilddriisenarten zeigt sich die Tendenz, dass der 
Chlorgehalt des Blutes nach Nephrektomie anfangs etwas zunimmt. 
um dann spiter allmahlich wieder abzunehmen. Diese Ab- resp. 
Zunahme unterliegt einer bestimmten Intensitaétsschwankung je nach 
dem Pluz oder Minus der Schilddriisenfunktion. Nach Ureterenunter- 
bindung nimmt der Chlorgehalt ab. 
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Auf Grund der oben erhobenen Befunde kommt man nun zu der 
Annahme, dass die beférdernde resp. verzégernde Wirkung der 
veriinderten Schilddriisenfunktion auf den Verlauf des urdmischen 
Todes nicht, wie Brown Séquard und d’Arsonval® wa, 
behaupteten, auf indirektem Wege durch Vermittelung verinderter 
innerer Sekretion der Nieren, welche unter dem Einfluss der Thy- 
reoidea steht, erfolgt. 

Ferner werfen sie ein Licht auf die Ursache der Uriimie. In 
meinen Experimenten kann die Lebensdauer nach Erzeugung der 
Niereninsuffizienz in folgender Reihenfolge geordnet werden. 1. Schild- 
driisenlose Nephrektomierte. 2. Nephrektomierte mit normaler Schild- 
driise. 3. Schilddriisenlose Ureterenunterbundene. 4. Ureterenunter- 
bundene mit normaler Schilddriise. 5. Schilddriisengefiitterte Ne- 
phrektomierte. 6. Schilddriisengefiitterte Ureterenunterbundene. 

Ich will jetzt die einzelnen chemischen Verinderungen des Blutes 
kritisch mit dieser Reihenfolge vergleichen. Zuniichst ist die Ab- 
nahme des Gesamt-N nicht mit als Ursache fiir den Unterschied in der 
Lebensdauer, vielmehr als eine der Folgeerscheinungen der Uriimie 
anzusehen. Denn es besteht kein Parallelismus zwischen dem Grade 
dieser Abnahme und der Lebensdauer; die Abnahme ist zu geringfiigig, 
um einen solchen Unterschied in der Lebenslinge hervorzurufen. 

Von grosser Wichtigkeit ist die Veriinderung des Reststickstoff- 
gehaltes. Er wiichst wihrend der Nierensuffizienz betrichtlich an 
und ist auffallenderweise abhingig von der Funktion der Schilddriise 
und dem Vorhandensein der zerfallenden Nierensubstanzen im Korper. 
Insbesondere ist beachtenswert, dass ein Parallelismus zwischen der 
Zunahme des Reststickstoffes und der Lebensdauer besteht. Hieraus 
kann man schliessen, dass, je langsamer und geringfiigiger die Rest-N- 
Anhiufung ist, das operierte Tier desto linger iiberlebt, oder dass je 
rascher und hgchgradiger jene ist, desto kiirzer die Lebensdauer ist. 

Obwohl Steigerung von Rest-N im Blute ein all bekanntes Vor- 
kommnis bei Urimie ist, ist es doch noch nicht entschieden, ob sie die 
Hauptursache der Uriimie ist. Denn es gibt klinisch nicht selten Fille 
wo Uriimie ohne auffallende Anhiufung von Rest-N im Blute ausbrach, 
und auch Fille, wo im Gegenteil bedeutende Retention des Rest-N 
ohne Uriimie verlief. Jedenfalls halte ich den Parallelismus zwischen 
der Lebensdauer nach herbeigefiihrter Niereninsuffizienz und der Rest- 
N-Anhiaufung im Blute bei all meinen 6 Versuchsbedingungen keines- 
wegs fiir einen Zufall, sondern m.E. weist dies darauf hin, dass die Re- 
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tention des Rest-N im Blute wenigstens ein wichtiger Faktor fiir die 
Lésung der Frage nach der Hauptursache der Uriimie ist. Die Ver- 
mehrung des Rest-N im Blute, welche eine zum Tode fiihrende schwere 
Autointoxikation bedeutet, wird durch gesteigerte Funktion der Schild- 
driise beférdert und durch deren Herabsetzung verzégert. 

Es fragt sich nun, welche der Rest-N-Substanzen der Haupt- 
triger der Giftwirkung ist? Strauss‘ machte toxisch-chemische 
Agentien dafiir verantwortlich, welche in den an Menge erheblich 
anwachsenden Rest-N-Substanzen enthalten sein sollen. Volhar d*? 
kam zu dem Schlusse, dass die Harnstoffretention wahrscheinlich die 
Ursache der echten Uriimie sei. Meine Experimente haben aber 
bestiitigt, dass sich bei Niereninsuffizienz kein paralleles Verhiiltnis 
zwischen der Liinge des Lebens und der Retention des Harnstoff-N 
zeigt. Letztere nimmt in folgender Reihenfolge zu, welche aber mit 
der bei ersterer nicht tibereinstimmt: 

1. Schilddriisenlose Nephrektomierte. 2. Normale Nephrekto- 
mierte. 3. Normale Ureterenunterbundene. 4. Thyreoidektomierte 
Ureterenunterbundene. 5. Schilddriisengefiitterte Ureterenunter- 
bundene. 6. Schilddriisengefiitterte Nephrektomierte. 

Auffallend kurz war die Lebensdauer, wenn der Nichtharnstoff- 
stickstoffanteil von Rest-N relativ bedeutend vermehrt wird, wie es 
beim Hyperthyreoidismus der Fall war. Daher diirfte man wohl bei 
der Entstehung der uriimischen Erscheinungen die Retention des 
Nichtharnstoffanteils des Rest-N nicht ausser acht lassen. 

Ferner ist zu betonen, dass das Tier in allen Fiillen nach Ureteren- 
unterbindung friiher zugrunde ging als nach Nierenexstirpation. Der 
urimische Tod wird durch allmihlich zerfallende Nierensubstanz be- 
fordert. Jedoch hat die Bestimmung des Rest-N im Blute nach 
Ureterenunterbindung sowie nach Nephrektomie die Tatsache ergeben, 
dass die Retention des Rest-N in beiden Fallen ungefihr gleich stark 
ist, obwohl die Verhiltniszahl des Rest-N zum Gesamt-N nach ersterer 
grésser als nach letzterer ist. In beiden Fallen bleibt der Reststickstoff 
im Blute in gleicher Konzentration. Da nun die Giftwirkung eines 
Agens wesentlich von seiner Konzentration abhingt, so mag die Gift- 
substanz in beiden Fallen verschieden sein. Wahrscheinlich entfalten 
die Rest-N-Substanzen, welche aus den zerfallenden Nierensubstanzen 





40) Strauss, Die Nephritiden, Berlin u. Wien, 1921, 147. 
41) Mohru. Staehelin, Handbuch der inneren Medizin, Berlin, 1918, 3, 
1391. 
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stammen, eine stirker Giftwirkung. Diese Annahme wird durch die 
Versuche einiger Autoren unterstiitzt, welche aus dem Nierengewebe 
Organgift dargestellt haben. 

Die Veriinderung des Chlorgehaltes des Blutes ist nichts anderes 
als ein Folgezustand des uriimischen Vorgangs. 


VI. Schlussfolgerungen. 


Bei Niereninsuffizienz beférdert gesteigerte Schilddriisenfunktion 
den urimischen Tod, wihrend herabgesetzte ihn verzégert. Dies 
riihrt nicht auf indirektem Weg von der durch die Verinderte Schild- 
driise beeinflussten inneren Sekretion der Niere her, sondern von der 
direkten Wirkung der Schilddriise auf die chemischen Verinderungen 
des Blutes, insbesondere auf die Anhiufung der Reststickstoffsub- 
stanzen. 

Das Vorhandensein im Zerfall begriffener Niere im K6rper be- 
schleunigt den Verlauf der Urimie. 

Der wesentliche ursichliche Faktor, welcher zur urimischen 
Autointoxikation fiihrt, ist die Retention der Reststickstoffsubstanzen 
im Blute, wobei die Nichtharnstoffstickstoffsubstanzen keine weniger 
giftige Wirkung als Harnstoff aufweisen. Stark giftig wirken die 
Nichtharnstoffstickstoffsubstanzen, welche ihre Abstammung dem 
zerfallenden Nierengewebe verdanken. 
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Experimentelles Studium iiber den Einfluss der 
Schilddriise auf die Widerstandsfahigkeit der 
Niere gegen Schadigung und auf ihre 
Funktionsanderung nach Schwell- 
enreizschadigung. 

Von 


MASARU NAITO. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. K ato, 
Kaiserlichen Universitat zu Sendai.) 





Die Beobachtung von Laulanié” in 1891, dass beim thyreo- 
priven Tier haiufig Albuminurie mit morphologischen Nierenverin- 
derungen einhergeht, wurde vielfach von Hofmeister,” Blum,” 
Benson,® Coronedi® u.a. bestitigt. Sie bemerkten nimlich, 
neben Albuminurie und sogar zuweilen Himaturie, auch morpho- 
logische Verinderungen der Niere wie z.B. Veriinderung der Glo- 
merular- und Intertubulargefiisse, Degeneration des Harnkanilchen- 
epithels, bindegewebige Zellwucherung und kleinzellige Infiltration im 
Interstitium. Diesen Verinderungen kann man, nach Benson,” 
durch Schilddriisenfiitterung vorbeugen, und die _ beeintrichtigte 
Nierenfunktion kann, nach C oronedi,® dadurch wiederhergestellt 
werden. 

Anderseits fand Benson* kolloide Kérperchen in den Harn- 
kanilchen des kiinstlich hyperthyreoidisierten Tiers, Fischer® 
und Segawa” Fettinfiltration in Nierenepithelien bei Morbus 
Basedowii. Miiller® berichtete einen Fall von Basedo w- 





1) Laulanié, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1891, 21, 303. 

2) Hofmeister, Deutsch. med. Wochenschr., 1896, 354. 

3) Blum, Virechow’s Arch., 1901, 166, 403. 

4) Benson, Virchow’s Arch., 1902, 170, 229. 

5) Coronedi, Ref. Maly’s Jahresbericht, 1909, 39, 1217. 

6) Fischer, Ziegler’s Beitrage z. path. Anat. u. allg. Path., 1910, 49, 
34. 


7) Segawa, Ziegler’s Beitrige z. path. Anat. u. allg. Path., 1914, 58, 1. 
8) Miller, zit. nah Schittenhelmu. Schlecht, Odemkrankheit, 
Berlin, 1919, 57. 
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Kranken mit Albuminurie und Odem, bei welchem die Schilddriise 
hypothyreotische Verinderung aufwies. Auch wir haben seit Jahren 
hiufig leichtgradige Schilddriisenvergrésserung und Nierenerkrankung 
zusammen auftreten gesehen. Nun liegt die Vermutung nahe, dass 
die veriinderte Funktion der Schilddriise in gewissem Zusammenhange 
mit dem Nierenleiden steht. Fiir diese Annahme aber fehlt noch die 
experimentelle Grundlage. Vorligende experimentelle Untersuchung 
wurde unternommen, um die Frage zu beantworten, ob die verinderte 
Schilddriise wirklich auf die Widerstandsfihigkeit der Niere gegen 
Schiidigung und auf ihre Funktionsinderung nach Schwellenreiz- 
schidigung irgend welchen Einfluss ausiibt. 


Versuchsmethodik. 


In der ersten Versuchsanordnung wurde der Unterschied der 
Reizschwellen der Nieren gegen ein Nierengift zwischen normalen, 
thyreoidektomierten und _ schilddrisengefiitterten Kaninchen unter- 
sucht, und in der zweiten Versuchsanordnung wurden die Verdiinnungs- 
fiihigkeit und das Ausscheidungsvermégen (Phenolsulfonphthalein) 
der Niere vor und nach dem Schwellenreize bei obigen drei Arten der 
Schilddriisenfunktion vergleichend beobachtet. 

1. Versuchstier: Gut genihrte weisse Kaninchen minn- 
lichen Geschlechts wurden benutzt. Der Hyperthyreoidismus wurde 
durch fortgesetzte Thyreoidinfiitterung und der Athyreoidismus durch 
operative Entfernung der Schilddriise erzeugt, genau wie im meiner 
anderen Arbeit: “Experimentelle Studien tiber den Einfluss der 
Schilddriise auf den Verlauf der Urimie,’” wo die ausfiihrliche 
Schilderung der Technik sowie der auftretenden Symptome der ver- 
finderten Schilddriisenfunktion zu finden ist. 

Anmerkung: Um Hyperthyreoidismus zu schaffen, wurde Thyroideum 
siccum (Parke-Davis) tiglich per os eingegeben. Die tigliche Dose betrug anfangs 
0,2-0,3 g. Wenn die Symptome einen bestimmten Grad erreichten, wurde die 
tiigliche Gabe hiufig vermindert oder weggelassen, um die Symptome méglichst in 
gleicher Héhe zu halten. Also die totale Gabe war je nach dem Falle verschieden. 

2. Nierengift: Zum Schidigen der Niere wurde subkutane 
Injektion 1%-iger Lésung von chromsaurem Kalium (Merck) aus- 
gefihrt. Nach Takeya und Akitake™ betrug der Schwellen- 
reiz der Nierenschidigung bei japanischen weissen Kaninchen 8 mg 
chromsaures Kalium pro kg Kérpergewicht. In meinen Experimenten 





9) Naito, Diese Zeitschrift, 1924, 2-3, 221. 
10) Takeyau. Akitake, Nihon-Naikagakkai-Zasshi, 1916, 4, 17 (jap.). 
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war die einzelne Dose pro 1 kg Kérpergewicht bei der ersten Versuchs- 
anordnung 8 mg. 

3. Sammelnund Untersuchung des Harns: Der 
von jedem einzelnen in einem eisernen Kiifig sich befindenden Kaninchen 
spontan gelassene Harn wurde in einem einige ccm Toluol haltenden 
Becherglas gesammelt, welches jeden Tag morgens um 9 Uhr gewech- 
selt wurde. Dieser tigliche Gesamtharn wurde, wie es die Regel ist, 
auf Menge, spezifisches Gewicht, Reaktion und sonstige Beschaffenheit 
sowie auf Eiweissgehalt und Sedimente untersucht. Zum Nachweis 
des Eiweisses im Harn diente hauptsiichlich die H e11er’sche Probe, 
daneben auch die Essigsiiure-Ferrocyankali- bzw. Sulfosalicylsiure- 
probe. Die Chrominjektion wurde dann ausgefiihrt, wenn nach 
mehrtigiger Beobachtung konstatiert worden war, dass der Harn 
keine Spur Eiweiss enthielt. Nach der Injektion wurde der Versuch 
erst beendigt, wenn binnen mehreren Tagen keine Albuminurie auf- 
getreten oder das einmal durch das Gift hervorgebrachte Eiweiss wieder 
verschwunden war. 

4. PrifungderNierenfunktion: Sie wurde mittelst 
Wasserversuches und Phenolsulfonphthaleinprobe zwei oder drei 
Tage vor der Chrominjektion und 19-20 Stunden nach der Injektion 
geprift. Nach vorheriger Blasenharnentleerung wurde das Kaninchen 
auf dem Riicken an einem Tierhalter befestigt und dann der Harn 
einmal jede Stunde, im ganzen sechs Male, mittels des Katheters 
gesammelt. Nach Entleerung der zweiten Harnprobe wurden dem 
Tier langsam 100 cem Leitungswasser in den Magen mittels Magen- 
sonde eingefiihrt und nach Entnahme der dritten Harnprobe 1 cem 
Phenolsulfonphthaleinlésung (Dunning) in die Oberschenkelmuskeln 
injiziert. Alle Harnmengen wurden wie iiblich genau untersucht. 
Der im Harne ausgeschiedene Farbstoff wurde mittels A ut hen- 
rieth’s Kolorimeter bestimmt. 

Histologische Untersuchung der chromvergiften Niere ergab stets 
nephrotische Verinderung. 


Widerstand der Niere gegen das Nierengift bei normaler, 
gesteigerter und herabgesetzter Schilddriisenfunktion. 


Um die Reizschwelle der Niere aus den Harnbefunden zu beur- 
teilen, richtete ich das Hauptaugenmerk auf das Auftreten von Al- 
buminurie und achtete auch auf sonstige Harnveriinderungen. Das 
Resultat ist in folgenden 4 Tabellen zusammenfassend dargestellt 
(Tab. I-IV). 
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Normaltieren, 7 mal unter 25 athyreotischen und 3 mal unter 15 schwer hyperthyreoti 
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Aus diesen Tabellen geht hervor, dass die Widerstandsfahigkeit 
der Niere gegen chromsaures Kalium, welches so bemessen ist, dass es 
mit minimaler Chromdose eine eben merkliche Albuminurie hervor- 
ruft, einem erheblichen Einfluss der Schilddriisenfunktion unterliegt, 
obwohl auch hier ein gewisser individueller Unterschied herrscht. 

Kurz gesagt, der erforderliche Schwellenreiz bei thyreopriven 
Tieren ist gleichgross wie bei normalen, aber der Prozentsatz der 
erkrankten bei gleichstarkem Schwellenreiz ist bei ersteren viel grésser 
als bei letzteren. Hyperthyreoidismus leichten Grades erfordert 
grosseren Schwellenreiz und zeigt kleineren Prozentsatz der geschidig- 
ten als bei den Tieren mit normaler Schilddriisenfunktion, wihrend bei 
schwer hyperthyreoidisierten im Gegenteil der erforderliche Schwellen- 
reiz kleiner und die Morbiditit bei gleichem Schwellenreize viel 
grésser ist als bei normalen. 

Es sei hier darauf aufmerksam gemacht, dass nicht selten spontane 
Albuminurie zufallig gefunden wurde. Sie kommt viel haufiger bei 
Thyreopriven und Schilddriisengefiitterten vor als bei Normalen. 

Sonstige Harnveriinderungen nach der Giftinjektion zeigten 
keinen bestimmten, nennenswerten Unterschied. Keinen direkten 
Einfluss auf den Prozentsatz der Erkrankten iibte die Verschiedenheit 
der Aussentemperatur aus. 


Veranderung der Nierenfunktion nach Schwellenreiz- 
schadigung bei veranderter Schilddrusenfunktion. 

Die Untersuchung der Nierenfunktion wurde, wie schon gesagt, 
mittelst Wasserversuches und Phenolsulfonphthaleinprobe vor und 
nach einem Schwellenreiz bei drei Schilddriisenarten von Kaninchen 
vergleichend angestellt. 

(a) Wasserversuch. NachSchlayer und Hedinger'” 
tritt bei ausgesprochener Nierenschidigung durch Chrom anfangs 
Polyurie und erst spiter Oligurie ein. Baetzner™ konstatierte, 
dass die dem normalen Kaninchen oral eingegebenen 100 cem Wasser 
durch gesunde Nieren ungefihr innerhalb drei Stunden grossenteils 
ausgeschieden wird, wihrend die Ausscheidung durch Chromnieren 
recht verzégert wird. Ferner fand Eppinger,™ dass die Was- 





ll) Schlayeru. Hedinger, Deutsch. Arch. f. klin. Med., 1907, 90, 1. 

12) Baetzner, Mitteil. aus d. Grenzgebiete d. Med. u. Chirurg., 1915, 28, 
285. 

13) Eppinger, Pathologie und Therapie des menschlichen Odems, Berlin, 
1917, 50. 
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serausscheidung beim nierengesunden Hunde durch _ herabgesetzte 
Schilddriisenfunktion verzégert und durch deren Steigerung beschleu- 
nigt wird. Uber die Wasserausscheidung durch erkrankte Nieren 
bei veriinderter Schilddriisenfunktion ist bisher nichts bekannt. 
Meine diesbeziiglichen Untersuchungen ergaben Folgendes (Tab. 
Va, Vb u. Ve). 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, unterliegt die Menge des in- 
nerhalb von vier Stunden durch die Nieren ausgeschiedenen Wassers 
einer grossen individuellen Verschiedenheit. Es giebt aber den 


ccm 
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Wosserversuch bei gesunden Nieren. Wosserversuch bei geschadigten Nierén. 





Fig. 1. Zeitlicher Ablauf der Wasserausscheidung. 
1. Normales Kaninchen. 
2. Thyreoprives Kaninchen. 
3. Hyperthyreoidisiertes Kaninchen. 


Eindruck, dass thyreoprive geringere Wasserausscheidung als normale 
Tiere zeigen, wihrend sie bei Hyperthyreoidismus ungefihr den letz- 
teren gleich ist. 

Vergleicht man in jedem Schilddriisenzustand das Wasseraus- 
scheidungsvermégen vor und nach der Giftinjektion, so ist zu bemerken, 
dass es bei normaler Schilddriisenfunktion nach Chrominjektion 
gesteigert ist, falls sie keine Albuminurie zur Folge hat, dagegen 
herabgesetzt bei positivem Eiweissharn ist, wihrend es bei Hyper- 
thyreoidismus, unabhingig vom Auftreten der Albuminurie, ganz 
regellos ab- oder zunimmt. Schilddriisenlose Tiere zeigten nach 
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Den Kaninchen wird Kalium chromic 
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Nierenschadigung, wobei zwar stets Albuminurie auftrat, herabgesetzte 
Wasserausscheidung. 

Uber den zeitlichen Ablauf der Wasserausscheidung lisst sich auch 
eine beachtenswerte Verschiedenheit in jeder Versuchsreihe nachweisen. 
In Fig. 1 wird ein Beispiel fiir den zeitlichen Verlauf der Wasseraus- 
scheidung iibersichtlich gegeben. Man sieht, dass in den meisten 
Fillen von Hyperthyreoidisation das getrunkene Wasser schneller, in 
kiirzerer Zeit ausgeschieden wird als bei Thyreopriven und Normalen. 
Im allgemeinen dussert sich dieses Verhiltnis ausgepragter bei gesunder 
Niere als be geschidigter. 

(b) Phenolsulfonphtha einprobe. Nach den Un- 
tersuchungen von Behrenroth und Frank,“ Schwarz!» 
und Sugimura® schwankt de prozentuale Ausscheidungsmenge 
des intramuskular injizierten Phenolsulfonphthaleins durch die ge- 
sunden Nieren normaler Kaninchen zwischen 40% und 90%. Sie 
vermindert sich nach Nierenschidigung durch Chrom, Uran, Wein- 
siure und andere Nierengifte. Was die Beziehung des Farbstoffaus- 
scheidungsvermégens der Niere zu endokrinen Organen anbetrifft, so 
ist hier nur das Experiment von Sekida'” anzufiihren, welcher 
sah, dass der Ausfall der Schilddriisenfunktion auf die Ausscheidung 
des Phenolsulfonphthaleins durch gesunde Nieren keinen Einfluss 
ausiibte. In den vorliegenden Experimenten habe ich die Ausscheidung 
des Phenolsulfonphthaleins durch die geschidigten Nieren bei normalen, 
thyreoidektomierten und _ schilddriisengefiitterten Kaninchen unter- 
sucht. Die Daten sind in der folgenden Tabelle (Tab. VI) iibersichtlich 
zusammengestellt. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, bleibt bei allen drei Schild- 
driisenarten die in zwei Stunden nach Injektion ausgeschiedene Menge 
des Farbstoffes bei intakten Nieren innerhalb des normalen Rahmens. 
Doch ist hier die Tendenz zu bemerken, dass die Tiere mit normaler 
Schilddriisenfunktion beziiglich der Ausscheidung des Farbstoffes die 
schilddriisengefiitterten ein wenig und die thyreopriven erheblich 
iibertreffen. Nach Nierenschédigung verhalt sich das Ausscheidungs- 
vermégen etwas anders. Bei normalen und _ hyperthyreoidisierten 


14) Behrenrothu. Frank, Zeitschr. f. exp. Path. u. Therap., 1913, 13, 
72. 

15) Schwarz, Pfliiger’s Arch., 1913, 153, 87. 

16) Sugimura, Festschrift gewidmet K. Dohi zu seinem 25. J. Doktor- 
jiibilaeum, 1917, 2, 221. 

17) Sekida, Tokyo-Igakkai-Zasshi, 1918, 32, 813 (jap.). 
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Tieren wird die Ausscheidung des Farbstoffes nach Chromvergiftung 
vermehrt, wenn keine Albuminurie erfolgt, dagegen vermindert, falls 
sie hervorgerufen wird, wihrend sie bei thyreopriven bei nachweisbarer 
Albuminurie immer zunimmt. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Schilddriise auf die 
Widerstandsfihigkeit der Niere gegen Schidigung und auf ihre Funk- 
tionsinderung nach der Schidigung beim Kaninchen experimentell 
untersucht. Die Resultate lassen sich, wie folgt, zusammenfassen: 

1. Die Widerstandsfihigkeit der Niere gegen die schidigende 
Wirkung von chromsaurem Kalium unterliegt unleugbar dem Einfluss 
der Schilddriise, obwohl dabei einige individuelle Verschiedenheiten 
bemerkbar sind. Verminderung bzw. Ausfall der Schilddriisenfunktion 
setzt die Widerstandsfihigkeit herab, ihre leichte Steigerung erhéht 
sie, wiihrend wieder hochgradige Steigerung mit vermindertem Nieren- 
widerstand einhergeht. 

2. Nierengesunde Kaninchen, deren Schilddriisenfunktion intakt 
ist, scheiden den gréssten Teil des per os verabreichten Wassers inner- 
halb 4 Stunden und den des intramuskulirinjizierten Phenolsulfonph- 
thaleins innerhalb 2 Stunden aus. Herabsetzung der Schilddriisen- 
funktion verursacht Verzégern der Wasser- und Farbstoffausscheidung, 
wiihrend ihre Steigerung keinen deutlichen Einfluss auf das Aus- 
scheidungsvermégen ausiibt. 

Die Verinderung des Ausscheidungsvermégens nach der Schiidi- 
gung der Nieren durch Schweilenreizdose von Chrom ist je nach der 
Schwere der Schidigung etwas verschieden. Sie erfihrt auch durch 
die Schilddriise eine grosse Beeinflussung. Bei Tieren mit normaler 
Schilddriisenfunktion wird die Ausscheidung des Wassers und des 
Phenolsulfonphthaleins nach Nierenschidigung deutlich verschleppt; 
ist die Schidigung eine ganz leichte, so ist sie im Gegenteil gesteigert. 
Bei thyreopriven mit deutlich geschidigten Nieren ist die Verzégerung 
der Wasserausscheidung noch ausgepragter, wihrend dagegen die 
Farbstoffausscheidung beschleunigt ist. Steigerung der Schilddriisen- 
funktion ruft verzégerte Farbstoffausscheidung hervor, wenn die 
Nieren miissig geschiidigt sind, hingegen beschleunigte, wenn die 
Nierenschidigung ganz leicht ist. Beziiglich des Wasserausscheidungs- 
vermégens lisst sich nichts Bestimmtes sagen; es ist bald vermehrt, 
bald vermindert, ganz unabhingig vom Grade der Nierenschadigung. 
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Uber die H- und O-Form von X 19 Bazillen. 
Von 


DR. KINZ! HASHIMOTO. 


(Aus dem bakteriologischen Institute der Universitat 
zu Sendai, Direktor Prof. Dr. K. Aoki.) 


Durch einen genialen Gedanken war es Weil und Felix gelungen, 
bei X-Proteusbazillen, welche in Sera von Fleckfieberkranken sehr 
stark agglutinieren, d. h. die sogenannte Weil-Felix’sche Reaktion 
hervorrufen kénnen, zweierlei Kolonien nachzuweisen, von denen die 
eine die ist, welche Hauchenbildung, und die andere die, welche keine 
Hauchenbildung zeigt. Erstere wurde die H-Form, und letztere die 
O-Form genannt. Die H-Form agglutiniert in Fleckfiebersera fein- 
flockig, die O-Form dagegen kérnig. Im Serum, welches mit der 
H-Form bei Kaninchen kiinstlich hergestellt worden war, agglutiniert 
die H-Form grobflockig und die O-Form kérnig. Und in dem 
anderen Serum, welches mit der O-Form ebenfalls bei Kaninchen 
hergestellt wurde, agglutiniert erstere Form feinflockig und _letztere 
kérnig. Nach diesen Befunden nahmen die beiden Forscher an, dass 
X-Proteusbazillen zwei Rezeptoren enthalten, wovon der cine grobflo- 
ckige und der andere feinflockige oder kérnige Agglutination hervorrufen 
kann. Die H-Form enthilt gerade diese beiden, die O-Form dagegen 
nur einen und zwar letzteren. Diese Erklirung wurde bald von 
allen Seiten anerkannt. 

Ich machte iiber die zwei Formen von X-Proteusbazillen auch 
eine Erfahrung, welche hier kurz mitgeteilt sei. Unsere X-Proteusba- 
zillen waren diejenigen, welche nach Angabe als H- und O-Form 
Weils bezogen worden waren. Sie. waren aber jetzt nicht mehr so 
differenziert, sondern so gleichartig als H-Form gewachsen, dass man 
beide Formen auf Schriigagar nicht mehr unterscheiden konnte. 
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Diese Stiimme waren Pr 99 und Pr 100. Zuerst wurden sie durch 
Plattenverfahren in Kolonien zerlegt, um das Neubildungsverhalten 
beider Formen zu untersuchen. Dabei wurde festgestellt, dass bei den 
einzelnen Stiimmen zweierlei Kolonien neu gebildet waren, von denen 
die eine sich bei allen Stimmen ganz gleich verhiilt. Sie stellt nimlich 
eine scharf begrenzte, runde Kolonie dar. Die andere Kolonie zeigt, 
wenn sie auch manchmal in verschiedenen Gestalten erscheint, doch 
immer ganz deutlich ausgebildete Hauchenbildung oder <Ausliiuferbil- 
dung, wie man sie immer zu sehen pflegt. Wenn man die Kultur 
ersterer Kolonien auf Schriigagar anlegt, so wachsen die Bakterien 
nur an der Stelle, wo sie ausgestrichen waren, und bleiben dort 
haften. Wenn man aber die Kultur aus letzteren Kolonien ebenfalls 
auf Schriigagar anlegt, so wachsen Bakterien nicht nur an der ausge- 
strichenen Stelle anhaftend, sondern breiten sich auch auf der ganzen 
Oberfliiche des Schriigagars aus, so dass die ganze Agaroberfliche mit 
Sukterienrasse tiberzogen aussicht, wie man es bei gewdhnlichen Pro- 
teusbazillen zu beobachten pflegt. Erstere Kolonie muss als die O- 
Form und letztere als die H-Form von Weil und Felix angenommen 
werden. Bei genaueren Untersuchungen konnten wir daneben noch 
verschiedene Ubergangsformen nachweisen, wie schon Weil und Felix, 
Jétten u. a. bemerkten. 

Diese beiden Formen wurden ferner agglutinatorisch untersucht, 
Da die beiden typischen Formen manchmal geneigt sind, ineinander 
iiberzugehen, wie schon Weil und Felix, Braun u. Schiffer, 
Seiffert u.a. bemerkt hatten, wurden die beiden gereinigten Kulturen 
immer durch Plattenverfahren in Kolonien zerlegt und die Kultur 
aus den isolierten Kolonien immer frisch angelegt, damit man mit 
einwandfrei reinen Formen immunisatorisch arbeiten kann. Durch diese 
Vorsichtsmassregel war ich imstande, von einzelnen Stiimmen zweierlei 
Sera bei Kaninchen herzustellen, wovon das eine die H- und das andere 
die O-Form darstellt. Bei der Immunisierung wurden die Kulturen 
immer bei 60°C 30 Minuten lang erhitzt. In diesen Sera wurden 
beide Formen der zwei Stimme gegenseitig agglutiniert. Es ergab 
sich, dass beide Formen bei dem Stamme Pr 99 gleich stark, dagegen 


bei dem anderen Stamme Pr 100 ungleich stark reagierten, so dass 


man beide Formen bei letzterem Stamme doch unterscheiden kann. 
Bei dem Stamme Pr 100 reagierte niimlich die H-Form im H-Serum 
viel stiirker als die O-Form. Im O-Serum agglutinierten die beiden 
Formen gleich stark. Ferner wurde die O-Form in den Sera von 
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Pr 99 immer schwiicher als die H-Form (Tab. 1). In qualitativer 
Hinsicht agglutinierte die H-Form bei beiden Stiimmen in den H- 


Tabelle 1. 





Name der Pr 99 Pr 99 Pr 100 Pr 100 
Immunsera H oO H oO 


Name der 


Bakterien (mit auf 60°C erhitzten Stiimmen hergestellte Sera) 
Pr 99 H 20,000 | 20,000 20,000 10,000 
Pr 99 oO 20,000 | 20,000 20,000 10,000 
Pr 100 H 20,000 | 20,000 20,000 10,000 
Pr 100 O 2,000 2,000 2,000 10,000 


Sera ohne Ausnahme grobflockig, in den O-Sera auch grobflockig, aber 
etwas feiner. Dagegen agglutinierte die O-Form bei beiden Stiimmen 
in allen Sera immer kérnig, so dass die agglutinierten Bakterien als 
Auf die 


gleiche Weise wurden ferner vier Sera mit denselben vier Kulturen 


fester klumpiger Bodensatz auf der Glaswand _festklebten. 


hergestellt, welche bei 80°C 30 Minuten lang erhitzt worden waren. 
In diesen Sera wurden diese vier erhitzten Kulturen agglutiniert. 
Hier wurden die beiden Formen sowohl quantitativ als auch qualita- 


tiv gleich stark beeinflusst, so dass man die beiden Formen selbst. bei 


Tabelle 2. 





Name der Pr 99 Pr 99 Pr 100 Pr 100 
Immunsera ft O H O 


Name der 








Bakterien | (mit auf 80°C erhitzten Stiimmen hergestellte Sera) 
Pr 99 H 1,000 2,000 5,000 1,000 
Pr99 =O | 1,000 2,000 2,000 500 
Pr 100 H 1,000 2,000 2,000 1,000 
Pr 100 O | 500 2,000+ 1,000 | 500 


dem Stamme 


Formen zeigten nimlich kérnige Agglutination. 


Pr 100 


nicht unterscheiden 


kann 


(Tab. 2). Alle 


Ferner wurden die- 
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selben vier Kulturen, welche bei 100°C 30 Minuten lang erhitzt 
waren, in den Sera auf die gleiche Weise agglutiniert, welche mit 
ebenfalls bei 100°C 30 Minuten lang erhitzten Stiimmen_ hergestellt 
worden waren. Hier wurden die beiden Formen bei allen Stimmen 
sowohl qualitativ als auch quantitativ nicht unterschieden, wie oben 
(Tab. 3). Hier muss bemerkt werden, dass die Kulturen, welche bei 


Tabelle 3 


~ 
. 





Name der Pr 99 Pr 99 Pr 100 Pr 100 


Immunsera Il oO } H oO 
Name der 
Bakterien (mit auf 100°C erhitzten Stiimmen hergestellte Sera 
| 
Pr 99 II 2,000 | 2,000+ 2,000 | 2,000 
Pr99 3 =60O 5,000 | 5,000 5,000 | 2,000 
Pr100 Hi 5,000+ 2,000 | 5,000 2,000 


| | 


Pr 100 O 2,000 5,000 | 5,000 | 2,000 


80°C erhitzt wurden, am schwiichsten agglutinierten, wie Sachs betonte. 
Nach diesen Ergebnissen wurde festgestellt, dass bei uns auch die H- 
Form in H-Sera grobflocking und in O-Sera feinflockig, und die O- 
Form in allen Sera kérnig agglutinierte, wie schon Weil und Felix 
genial bemerkt hatten, Sie zogen aus diesen Befunden den Schluss, 
dass die H-Form zwei Rezeptoren, niimlich den H- und O-Rezeptor, 
und die O-Form einen Rezeptor, niimlich den O-Rezeptor  enthiilt. 
Der H-Rezeptor soll grobflockige und der O-Rezeptor entweder 
feinflockige oder kérnige Agglutination hervorrufen. 

Da es Weil und Felix ferner gelungen war, durch das Absorptions- 
verfahren diése zwei Rezeptoren nachzuweisen, wurde auch _ hier 
dasselbe Verfahren ausgefiihrt. Zuerst wurden einzelne Sera, welche 
mit den bei 60° erhitzten Kulturen wie bei den obigen Versuchen 
rein dargestellt worden waren, mit den ihnen entsprechenden unerhitz- 
ten Kulturen absorbiert. In diesen absorbierten Sera wurden die 


reinen Formen der cinzelnen Stiimme gegenseitig im frischen Zustande 


agglutiniert. Daraus ersieht man, dass das Absorptionsverhalten der 
beiden Formen bei dem Stamme Pr 100 ganz verschieden ist, wie 
schon Weil und Felix beobachteten. Wenn das. H-Serum mit der 
H-Form absorbiert wurde, so agglutinierten die beiden Formen darin 
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gar nicht. Dagegen agglutinierte die H-Form in demselben Serum 
sehr stark bis zum ‘Titer und zwar grobflockig und die O-Form gar 
nicht, wenn sie mit der O-Form absorbiert wurde. Wenn ferner 
das O-Serum mit den beiden Formen absorbiert wurde, so agglutinier- 
ten die beiden Formen darin im gleichen Grade und ganz schwach. 
Dieses Verhalten konnte ich aber bei dem anderen Stamme, niimlich 
Pr 99, zwischen den beiden Formen nicht feststellen, so dass man 
annehmen muss, dass bei dem Stamme Pr 99 die O-Form zwei 
Rezeptoren wie die H-Form  enthiilt. (Tab. 4). Da _ferner 


Tabelle 4. 














(1) 
Name der Pr 99 Pr 99 Pr 99 Pr 99 
Immunsera I Il O O 
Titer 20,000 20,000 20,000 20,000 
absorbiert mit 
oe Bek i Pr 99 Pr 99 | Pr 99 Pr 9 
akterien HI O i O 
Pr99 Oo 100+ | 100- 100 — 1,000 
| 
Pr 99 oO . 100- 100— | 100— 500 
(U1) 
| 
Name der Pr 100 | Pr 100 Pr 100 Pr 100 
Immunsera H i O oO 
Titer 20,000 20,000 10,000 10,000 
absorbiert mit 
Name der | | 
— Pr 100 Pr 100 | Pri00 | Pr 100 
Bekterien i O | i O 
Pr 100 HI 100 10,000 100- 100 
Pr 100 Oo 100— | 100- 100— 100— 


von Felix und Mitzenmacher noch nachgewiesen wurde, dass 
der H-Rezeptor hitzeunbestiindig, der O-Rezeptor dagegen hitzebe- 
stiindig ist, wurde gepriift, ob man diese’ beiden Rezeptoren durch 


das Absorptionsverfahren kombiniert mit dem Hitzeverfahren noch 
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exakter unterscheiden kann. Shiff und Sachs konnten schon durch 
100° Erhitzung bei X 19-Bazillen kochtstabile und _ kochtlabile 
Rezeptoren nachweisen. Zuerst wurden dieselben Sera, mit denen 
obiges Absorptionsverfahren ausgefiihrt wurde, mit den bei 100°C 
erhitzten Kulturen der beiden Formen absorbiert. In diesen Sera 
wurden beide Formen unerhitzt agglutiniert. Es ergab sich, dass 
beide Formen bei dem Stamme Pr 99 sehr stark, fast bis zum 
Titer, und zwar auffallend grobflockig, agglutinierten. Aber sie 
konnten nicht voneinander differenziert werden. Dagegen wurden sie 
bei dem Stamme Pr 100 ganz deutlich differenziert. Die H-Form 
agglutinierte niimlich in H-Sera, welche mit den erhitzten beiden 
Formen absorbiert waren, sehr stark, fast bis zum Titer, und in den 
O-Sera, welche ebenfalls mit den erhitzten beiden Formen absorbiert 
wurden, sehr stark, doch etwas schwiicher. Dabei trat die Aggluti- 


Tabelle 5. 














(I) 
Name der Pr 99 | Pr 99 Pr 99 Pr 99 
Immunsera H H O O 
Titer | 10,000 | 10,000 | 10,000 | —_ 10,000 
| absorbiert mit erhitzten 
Name der | > r» oO 
es Pr 99 Pr 99 Pr 99 Pr 99 
Bakterien i | 0 HW | 0 
P99 10,000 | 10,000 | = 10,000 10,000 
Pr 99 O 10,000 | 10,000 10,000 10,000 
’ (II) 
Name der | Pr 100 Pr 100 Pr 100 Pr 100 
Immunsera iH I O O 
Titer 10,000 | 10,000 10,000 10,000 
. absorbiert mit erhitzten 
Name der | 
F Pr 100 | Pr 100 Pr 100 Pr 100 
Jakterie | | 
Bakterien H O | H O 
Pr 100 H | 10,000 | 10,000 | 5,000 5,000 


Pr 100 O 100— | 100— | 500 500 
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nation stark grobflockig auf. Die O-Form zeigte dagegen in den 
absorbierten H-Sera keine Agglutination und in den absorbierten 
O-Sera in schwachem Grade. (Tab. 5). Anderseits wurden in 
denselben mit erhitzten Stimmen absorbierten Sera dieselben Kulturen, 
aber erhitzt, agglutiniert. Es ergab sich, dass alle Kulturen darin 
gar nicht agglutinierten, welche unerhitzt darin fast so stark wie bis 
vam Titer agglutinieren konnten (Tab. 6). Wie schon von Schiff, 


Tabelle 6. 














(I) 
Name der Pr 99 Pr 99 Pr 99 Pr 99 
Immunsera H H O oO 
Titer 10,000 10,000 10,000 10,000 
absorbiert mit erhitzten 
Name de —s 
— OO Pr 99 | Pr 99 Pr 99 Pr 99 
I 0 Hi 8) 
Pr 99 Hi 100— 100 — 100— 100— 
Erhitzte 
lpr 99 O 100— 100— 100- 100— 
(IT) 
Name der | Pr 100 | Pr 100 | Pr 100 Pr 100 
Immunsera | H H O O 
Titer | 10,000 | 10,000 10,000 10,000 
absorbiert mit erhitzten 
Nx J le | 
_ a Pr 100 Pr 100 | Pr 100 | Pr 100 
H | O HI Oo 
(Pr 100 «=o 100 100- 100 100 — 
Erhitzte 
lp 100 O 100- 100— 100— 100 


Sachs, Aoki und Hashimoto u. anderen beobachtet wurde, konnte die 
H-Form, auch wenn sie erhitzt war, doch noch sehr stark agglutinieren, 
falls das H-Serum weder mit erhitzten noch mit nichterhitzten Bak- 
terien vorher absorbiert war. Nach all diesen Ergebnissen kann man 
wohl annehmen, dass beide Formen bei dem Stamme Pr 99 auf 


gleiche Weise zwei Rezeptoren enthalten, so dass sie absorptorisch nicht 
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differenziert werden konnten. Dagegen waren sie bei dem anderen 
Stamme Pr 100 ganz deutlich unterscheidbar, so dass die H-Form 
zwei Rezeptoren, einen hitzebestiindigen und einen hitzeunbestiindigen, 
und die O-Form nur einen, niimlich einen hitzebestiindigen enthilt. 
Nach diesen Befunden mochten wir annehmen, dass die kulturelle und 
die agglutinatorische Differenzierung der beiden Formen mit der 
anderen Differenzierung, niimlich der absorptorischen, bei allen Stiim- 
men yon X-Proteusbazillen nicht immer parallel gehen. Obwohl 
beide Formen bei unseren zwei Stimmen typisch wachsen und typisch 
agglutinieren, so dass man beide Formen bei ihnen ganz deutlich 
differenzieren kann, so zeigten sie doch bei einem Stamme, niimlich 
Pr 99, keine absorptorische Differenzierung, so dass beide Formen 
bei ihm nicht unterscheiden kann. Bei dem anderen Stamme, niimlich 
Pr 100, wurde ein typischer Parallelismus dieser drei Erscheinungen 
nachgewiesen, wie oben genau beschrieben wurde. Deshalb diirfen 
diese drei Differenzicrungsmerkmale nicht als gegenseitig in einem 
kausalen Zusammenhang stehende, sondern miissen als voneinander 
ganz getrennte Eigenschaften betrachtet werden. Bei dem Stamme 
Pr 100 wurden sie zufilligerweis2 als iibereinstimmend nachgewiesen. 
Man kann jedoch ecinwenden, dass die oben angegebone Nichtiiber- 
einstimmung der drei Erscheinungen bei den beiden Formen von Pr 
99 dadurch zustande gekommen sei, dass beide Formen bei ihm 
nicht rein genug gewesen wiren. In der Tat war die O-Form bei 
diesem Stamme immer mehr geneigt als bei dem anderen Stamm, die 
H-Form abzugeben. Doch waren meine Untersuchungen jedenfalls 
insofern zuverliissig, als die als H- oder O-Form gebrauchten Kulturen 
immer typisches Wachstum und typische Agglutinationserscheinung 
veigten. Infolgedessen miissten sie auch ein typisches Absorptidns- 
verhalten gezeigt haben, falls das Wachstum, die Agglutinationserschei- 
nung und das Absorptionsverhalten immer in einem kausalen Zusam- 
menhang stehen. Deshalb nannten Weil und Felix bei den Untersu- 
chungen von Paratyphus- und Typhusbazillen-Gruppen diese beiden 
Rezeptoren statt H- und O-Rezeptoren stabile und labile, oder grob- 
flockende und feinflockende, weil bei solchen Bakterien, welche bloss 
die O-Form zeigen, doch immer zwei Rezeptoren nachgewiesen 
wurden. 

Zum Schlusse mochte ich darauf aufmerksam machen, worauf 


die zwei agglutinatorischen Erscheinungen, die flockige und kérnige 
Agglutination, beruhen. Wie schon zuerst Weil und Felix, und dann 
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viele andere beobachteten, zeigt die H-Form immer flockige und die 
O-Form immer kérnige Agzlutination. Dabei ist es egal, ob die beiden 
Formen in H-Serum oder in O-Serum agglutiniert werden. Schon Jétten, 
Braun und Schaeffer konnten nachweisen, dass die O-Form, wel- 
che auf Schriigagar sich nicht ausbreitend wiichst, von der H-Form, 
welche auf Schrigagar sich ausbreitend wiichst, dadurch differenziert 
werden kann, dass letztere diejenigen Bakterien enthiilt, welche stark 
eweglich sind. Ferner beobachtete Jétten, dass Geisselbildung sich 
bei beiden Formen ausserordentlich verschieden verhilt. Wiihrend 
nimlich die H-Form stark peritrichisch begeisselt ist, zeigt sich die 
O-Form entweder spiirlich oder gar nicht begeisselt. Auf Grund 
dieser Befunde warden hier die Beziehungen zwischen der Agglutina- 
tionserscheinung und Geisselbildung bei beiden Formen  sorgfiiltig 
studiert. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dass einerseits die 
Agglutinationsversuche mit Bakterienaufschwemmungen, welche aus 
typisch gewachsenen Kulturen hergestellt worden waren, in verschie- 
denen Sera ausgefiihrt wurden, welche bei obigen Untersuchungen 
dargestellt und gebraucht worden waren, und anderseits die Geisselfiirb- 
ung nach der Léffler’schen Methode bei denselben Bakterienaufschwem- 
mungen auszefiihrt wurde, womit die Agglutination gepriift wurde. 
Dieselben Versuche wurden bei denselben Kulturen gemacht, welche 
entweder bei 80 oder 100° 39 Minuten erhitzt waren. Entsprechend 
meiner Erwartung wurde dabei festgestellt, dass die Geisselbildung nur 
bei solchen Aufschwemmungen, welche aus der typisch gewachsenen 
H-Form hergestellt waren und deutlich flockig agglutinierten, sehr 
stark, aber bei den anderen Aufschwemmungen, welche aus der typi- 
schen O-Form hergestellt worden waren und deutlich kérnig agyluti- 
nierten, entweder ganz schwach oder gar nicht nachgewiesen wurde. 
Ebenso war die Geisselfiirbune bei solchen Aufschwemmungen nicht 
gelungen, welche zwar aus der typischen H-Form hergestellt, doch 
bei 80°C oder 100°C erhitzt worden waren und kodrnig agglutinierten. 
Solehe iihnlichen Befunde wurden auch von Yokota bei ‘Typhus-und 
Paratyphusbazillen nachgewiesen. Genauer wurde ferner von ihm 
nachgewiesen, dass Geissel von Typhus- und Paratyphusbazillen schon 
durch 10 Minuten lange Erhitzung auf 65°C als nicht mehr fiirbbar 
nachzuweien war. Nach diesen Ergebnissen kann man wohl annehmen, 
dass beide agglutinatorische Erscheinungen, niimlich die flockige und 
die kérnige, mit der Geisselbildung der betreffenden Stiimme in irgend 
einer Beziehung stehen. Um dieses Verhalten noch genauer darzu- 
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stellen, wurden folgende Versuchen ausgefiihrt: Die gut gereinigte 
H-Form wurde in Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Diese Aufschwem- 
mung wurde bei Zimmertemperatur im Schiittelapparate zehn Stunden 
lang geschiittelt. Dann wurde sie so stark zentrifugiert, bis sich der 
Bodensatz deutlich ausgebildet hatte. Nun wurde die Oberschicht 
sorefiiltig abgehoben und von dem Bodensatz getrennt. Auf diese 
Weise konnte ich die Bakterienaufschwemmung in zwei Teile teilen, 
niimlich in die Oberschicht und den Bodensatz. Diesem Bodensatz 
wurde so viel Kochsalz hinzugefiigt, bis beides die Menge der origina- 
len Auischwemmung ausmacht. Diese beiden Bestandteile wurden in 
verschicdenen Sera agglutinatorisch untersucht. Es ergab sich dabei, 
dass die Agglutination im Réhrchen, welchem die obere Schicht 
hinzugefiigt wurde, stark flockig, dagegen im Réhrchen, welches den 
Bodensatz enthielt, ganz kérnig eintrat. Dabei wurde die Geisselfiir- 
bung bei diesen Bestandteilen genau ausgefiihrt. Wie ich erwartete, 
zigte es sich, dass der Geissel in der Oberschicht sehr reichlich, 
dagegen im Bodensatz sehr spiirlich nachweisbar war. Ahnlichen 
Befund konnte Yokota bei Typhus- und Paratyphusbazillen nachweisen. 
Da es ferner schon Braun und Salomon gelungen war, auf Karbolagar 
die H-Form yon X-Proteusbazillen so zu veriindern, dass sie nicht 
mehr H-férmig, sondern O-férmig wachsen und agglutinieren k6nnen, 
wurden Versuche mit Karbolkultur ausgefiihrt, wie oben genau 
auseinandergesetzt wurde. Es stellte sich dabei heraus, dass die 
Geisselfiirbung bei den Karbolkulturen, welche deutlich koérnige 
Agglutination zeigten, gar nicht oder ganz spirlich gelungen war. 
Yokota konnte auch bei karbolisierten Typhus- und Paratyphusbazillen 
keine Geisselfiirbung, dagegen bei formalinisierten Bakterien sie sehr 
deutlich nachweisen. Also sehen wir immer, dass geissellose Bakterien, 
wie Pneumokokken, Meningokokken, Dysenteriebazillen, Diphtherieba- 
zillen kérnig,, gegeisselte Bakterien dagegen flockig agglutinieren. 
Alle diese Versuche haben ausgiebig nachgewiesen, dass die flockige 
Agglutination der H-Form darauf beruht, dass die Bakterien reichlich 
Geisseln enthalten, und die kérnige Agglutination der O-Form darauf 
beruht, dass Bakterien keine Geisseln enthalten. Ferner schien die 
Form der Bakterienleiber dabei eine bedeutende Rolle zu spielen, weil 
ich beobachten konnte, dass die O-Form ‘immer ganz _ regelmiissige 
kleine Stiibchen oder kokkenartige Gebild, die H-Form dagegen immer 


ganz unregelmiissige lange und kurze Stibchen gemengt enthilt, wie 


auch Jétten beobachtete. Hier muss besonders bemerkt werden, dass 
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Bakterienstiimme, welche eigentlich starke Geisselbildung zeigen sollten, 
aus verschiedenen unbekannten Griinden manchmal geisselarm, ja 
sogar geissellos wachsen kénnen. Wenn Geisselbildung ganz schwach 
entwickelt ist, wie z. B. bei Cholera- und Pyocianeusbazillen, so kann 
die Agglutination nicht so flockig, sondern mehr kérnig auftreten. 
Ferner muss bemerkt werden, dass die Proteuskultur, welche als 
O-Form wiichst, machmal starke Geisselbildung zeigt, so dass sie statt 
der kérnigen eine flockige Agglutination zeigen kann. Doch kann 
ich hier nicht sicher sagen, ob unsere O-Form bei dem Stamme Pr 
99 sich immer so verhilt. Deshalb muss man dabei nicht nur in 
kultureller Hinsicht, sondern auch auf die Geisselfiirbung hin kontrol- 
lieren, um die O-Form exakt zu bestimmen. Allerdings kann man 
nach den obigen Befunden wohl annehmen, dass hitzeunbestiindige 
tezeptoren im Geissel der Bakterien, und hitzebestiindige Rezeptoren in 
ihrer Leibessubstanz enthalten sein miissen, wie Yokota auch beoachtete. 
Hier méchte ich bemerken, dass die Erscheinungen iiber Agglutination 
und Geisselbildung bei Typhus- und Paratyphusbazillen, welche von 
Yokota beobachtet worden waren, gerade in der Zeit, wo ich anfing, 
diese Siitze zusammenzufassen, von ihm in der Eisci-Gaku Zasshi (jap.), 
Bd. 18, Nr. 4, 1923 und ferner in der bakteriologischen Abteilung der 


6. Japanischen Medizinischen Kongress in Kyoto mitgeteilt wurden. 


Schlussbetrachtung. 


Wie schon Weil und Felix beobachteten, so konnte auch ich bei 
X-Proteusbazillen zwei von einander ganz differente Kolonien durch 
Plattenverfahren isolieren, woyon die eine sich ausbreitend und die 
andere sich nicht ausbreitend wiichst. Die sich ausbreitende Kultur 
agglutinierte entweder grobflockig oder feinflockig und die sich nicht 
ausbreitende kérnig. Die sich ausbreitende Kultur enthilt zwei 
Rezeptoren, niimlich einen hitzebestiindigen und einen hitzeunbestiindi- 
gen, die andere Kultur dagegen einen Rezeptor, niimlich cinen hitzebe- 
stiindigen. Doch kann man manchmal nachweisen, dass selbst die 
sich nicht ausbreitende Kultur, welche deutlich kérnig agglutinieren 
kann, genau so zwei Rezeptoren wie die H-Form enthiilt, so dass man 
die beiden Kulturen, niimlich die sich ausbreitende und nicht ausbrei- 
tende, absorptorisch nicht unterscheiden kann. Infolgedessen darf man 
aus dem Wachstumsverhalten und der agglutinatorischen Erscheinung 


allein nicht schliessen, dass die betreffende entweder zwei Rezeptoren 














274 K. Hashimoto 


oder einen Rezeptor enthilt. Man muss immer das Absorptionsverfah- 
ren kombiniert mit dem Hitzeverfahren anwenden. Um _hitzebe- 
stiindige und _ hitzeunbestiindige Rezeptoren nachzuweisen, sollten Ver- 
suche nach folgendem Schema ausgefiihrt werden, wie Schiff auch 
schon bei X 19 versucht hat. 

1. Zuerst miissen Bakterien erhitzt agglutiniert werden, um zu wis- 
sen, ob die betreffenden Bakterien hitzebestiindige Rezeptoren enthalten. 

2. Falls dabei die Bakterien nicht mehr agglutinabel werden, so 
muss man annehmen, dass die betreffenden Mikroorganismen keine 
hitzebestiindigen Rezeptoren enthalten. 

5. Falls aber die Bakterien dabei ebenso stark und ebenso genau, 
wie vor der Erhitzung, agglutinieren konnten, so muss angenommen 
werden, dass die betretfenden Bakterien nur hitzebestiindige Rezeptoren 
enthalten. 

4. Falls die Bakterien dabei etwas abgeschwiicht, doch noch 
deutlich agglutinierten, so muss man annehmen, dass die Bakterien 
neben hitzebestiindigen Rezeptoren noch hitzeunbestiindige enthalten. 
5. Um das Vorhandensein von hitzeunbestiindigen und hitzebe- 
stiindigen Rezeptoren noch genauer festzustellen, muss man dieselben 
Sera mit erhitzten Bakterien absorbieren. Falls dabei nicht erhitzte 
Bakterien darin sehr deutlich, aber erhitzte darin nicht agglutinieren, 
sO muss man annehmen, dass die Bakterien neben hitzebestiindigen 


Rezeptoren hitzeunbestiindige Rezeptoren enthalten. 
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Studien iiber die Beziehung zwischen der 
Haupt- und Mitagglutination. 


XI. Mitteilung. 
Weitere Mitteilung iiber das agglutinatorische 
Verhalten von Paratyphus B-Bazillen und Mause- 
typhusbazillen. 


Von 


DR. KiIKUO SAKAI. 
(i tt i Hw) 
(Aus dem bakteriologischen Institut der Universitat zu Sendai, 


Direktor Prof. Dr. K. Aoki.) 


In der vorigen Mitteilungen berichtete Aoki, dass es ihm gelungen 
wire, bei der Untersuchung einer Guppe der Paratyphusbazillen durch 
gekreuzte Agglutination einen Stamm festzustellen, welcher bei Im- 
munisierung von Kaninchen ein Serum erzeugen kann, welches Miiuse- 
typhusbazillen bis zum Titer, aber Paratyphus B-Bazillen ganz schwach 
oder fast nicht agglutiniert. Durch Anwendung dieses Serums konnte 
er die Bazillen aus der Gruppe von Paratyphus B in zwei Unter- 
gruppen einteilen, yon denen die eine Miiusetyphusbazillen, und dic 
andere Paratyphus B-Bazillen genannt wurde. Erstere Stiimme kénnen 
durch das Serum von Paratyphus B-Bazillen wieder in zwei Unter- 
gruppen eingeteilt werden, von denen die eine yom Serum sehr stark, 
manchmal bis zum Titer, die andere dagegen sehr schwach agglutiniert 
wird. Erstere Untergruppe wurde Miiusetyphusbazillen im engeren 
Sinne und die letztere Miiusetyphusbazillen in der Aertryckform 
genannt. Daraufhin konnten Aoki und Konno durch das Uber- 
immunisierungsverfahren genau nachweisen, dass man durch Anwendung 
der Aertryckform bei Kaninchen immer solche Sera herstellen kann, 
welche das oben beschriebene Verhalten ganz deutlich zeigen. Um zu 
sehen, ob das oben angegebe agglutinatorische Verhalten noch bei vielen 


anderen Stimmen Paratyphus B-Bazillen und Miiusetyphusbazillen 
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immer nachweisbar ist, wurden daraufhin von Sakai noch 76 andere 
Stiimme Paratyphus B-Bazillen und 44 Stiimme Miiusetyphusbazillen, 
welche in der Sammlung unseres Institutes aufbewahrt werden, in von 
Aoki angegebenen Sera agglutinatorisch genau gepriift. Es wurde 
dabei festgestellt, dass das von Aoki bei Paratyphus B-Bazillen und 
Miiusetyphusbazillen beobachtete agglutinatorische Verhalten ganz regel- 
miissig nachweisbar ist. 

Ich fand noch nétig, das oben auseinandergesetzte agglutinatorische 
Verhalten bei Paratyphus- und Miiusetyphusbazillen, welche frisch 
geziichtet worden waren, nachzuweisen, weil wir in letzter Zeit sehr 
viele Paratyphus B- und Miiusetyphusbazillen frisch von verschiedenem 
Material geziichtet hatten. Diese Stiimme waren 88 Stiimme Paratyphus 
B-Bazillen und 32 Stiimme Miiusetyphusbazillen. Die Herkunft dieser 
Bakterien wird genau in der Tabelle 1 angegeben. Erstere Bazillen 
wurden aus Blut, Faeces und Urin typhéser erkrankter Menschen und 


Tabelle 1. 


Herkunft von Paratyphus B-Bazillen. 





— Material Klinische Diagnose 
P.B. 79-80 Kot Verdacht auf Typhus 
P.B. 81 Harn ” 
P.B. 82 Kot 
P.B. 83-93 Kot, Harn, Blut Paratyphus B Epidemie 
P.B, 94-95 Kot Verdacht auf Typhus 
P.B. 96-99 ~ Paratyphus B Epidemie 
P.B. 100-101 za Verdacht auf Typhus 
P.B. 102 * Paratyphus B Epidemie 
P.B. 103 a Verdacht auf Typhus 
P.B. 104 Blut 
P.B. 105 Kpt - 
P.B. 106-108 Blut ” 
P.B. 109 Kot = 
P.B. 110-113 Blut ~ 
P.B. 114 Kot ” 
P.B. 116-118 Blut ” 
P.B. 121 Kot Paratyphus B Bazillentriiger 
P.B. 122 Blut Verdacht auf Typhus 
P.B. 123 Kot Dauerausscheiderin yon Paratyphus B-Baz. 
P.B. 125 a ‘ 
P.B. 126-127 ‘ Gesunde Bazillentriiger 
P.B. 128-171 | Kot, Blut Paratyphus B Epidemie 
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Herkunft yon Miiusetyphusbazillen. 








Sabssien Material | Arten yon Tieren 
——EEE | ~ 
Ms. 57-58 | Herzblut | Meerschweinchen 
Ms. 68-71 : : 
Ms. 72 = Taube 
Ms. 73-78 - | Meerschweinchen 
Ms. 79 * | Maus 
Ms. 80-85 os | Meerschweinchen 
Ms. 86-96 Pseudotuberkel der Leber ~. 
Ms. 98 Eiter | Maus 





Bazillentriiger und letztere aus Tieren, niimlich aus Herzblut, Leber 
und eitrigen Herden yon Meerschweinchen, Miiusen und Tauben 
geziichtet (Tabelle 1). Sie wurden zuerst mikroskopisch und kulturell, 
dann agglutinatorisch ganz genau in den verschiedenen Sera gepriift, 
welche das oben genau auseinandergesctzte agglutinatorische Verhalten 
repriisentieren kénnen. Als Serum der Paratyphus B-Bazillen wurden 
zwei Sera beniitzt, P.B. 1 und P.B. 37, von denen ersteres dasjenige, 
welches alle Stiimme Paratyphus B-Bazillen bis zum Titer, die Miiuse- 
typhusbazillen im engeren Sinne ganz oder fast bis zum Titer, aber 
die Stiimme der Aertryckform fast nicht agglutinieren kann ; letzteres 
aber dasjenige darstellt, welches alle Stiimme Paratyphus B-Bazillen 
bis zum Titer, aber alle Miiusetyphusbazillen ohne Ausnahme nur 
schwach agglutinieren kann. Als Serum der Miusetyphusbzillen im 
engeren Sinne wurde Ms. 2, welches ausser Miiusetyphusbazillen alle 
Stiimme Paratyphus B-Bazillen fast bis zum Titer agglutiniert ; und 
als Serum der Miiusetyphusbazillen der Aertryckform Ms. 34 gebraucht, 
welches alle Stimme Miiusetyphusbazillen bis zum ‘Titer, aber alle 
Stiimme Paratyphus B-Bazillen ganz schwach bceinflusst. 

Es ergab sich Folgendes: Alle 88 Stiimme Paratyphus B-Bazillen 
wurden von den zwei Sera Paratyphus B-Bazillen ausnahmslos bis zum 
Titer und von dem Serum der Miiusetyphusbazillen im engeren Sinne 
ebenfalls ohne Ausnahme sehr stark, fast bis zum Titer agglutiniert. 
Dagegen wurden sie von dem Serum der Miiusetyphusbazillen der 
Aertryckform ganz schwach beeinflusst. Sie agglutinierten niimlich im 
Serum von Aertryckform, dessen Titer 1: 10,000 stark war, nur ca. 
1: 200 stark, wie Aoki und Sakai beobachteten (Tabelle 2). Ferner 
wurde festgestellt, dass alle 32 Stiimme Miiusetyphusbazillen, wie oben 
auseinandergesetzt, in den zwei Typen repriisentierenden Sera von 
Miusetyphusbazillen ganz regelmiissig bis zum Titer, und ferner in 
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Tabelle 2. 
\. Name der K. 706 | K. 505 | K.720 | K. 1280 | K. 1350 | K. 1356 
Imnmunsera P.B. 1 P.B. 37 Ms. 2 Ms. 34 E.G. 3 E.G. 15 
on 5,000 10,000 10,000 10,000 10,000 
P.B. 79-80 5,000 5,000 5,000 200 100— 200+ 
P.B. 81 5,000 5,000 5,000 200 100— 200+ 
P.B. 82 5,000 5,000 5,000 200 100- 200+ 
P.B. 83-93 5,000 5,000 5,000 200 100- 100 
P.B. 94-95 5,000 5,000 5,000 200+ 100 100 
P.B. 96-99 5,000 5,000 5,000 200+ 100 100 
P.B. 100-101 5,000 5,000 5,000 200+ 100— 100- 
P.B. 102 5,000 5,000 5,000 200 100— 200+ 
P.B. 103 5,000 5,000 5,000+ 200 100+ 200+ 
P.B. 104 5,000 5,000 5,000 200 100+ 200+ 
P.B. 105 5,000 5,000 5,000 200 + 100 200+ 
PB. 106-108 5,000 5,000 5,000 200 100 200 
P.B. 109 5,000 5,000 5,000+ 200 200+ 100 
P.B. 110-113 5,000 5,000 5,000 200+ 100 200+ 
P.B. 114 5,000 5,000 5,000 200+ 100+ 200+ 
P.B. 116-118 5,000 5,000 5.000 200 100- 200 
P.B. 121 5,000 5,000 5,000 4 200 100+ 200 
P.B. 122 5,000 5,000 5,000 200 100+ 200+ 
P.B. 125 5,000 5,000 5,000 200 100- 200+ 
P.B. 125 5,000 5,000 5,000 200 200 200 
P.B. 126-127 5,000 5,000 5,000 + 200 200 200 
P.B. 128-171 5,000 5,000 5,000 + 200 200 200 
Tabelle 3. 
Name de K. 720 K. 1280 | K. 706 c. 505 K. 1350 | K. 1356 
Imnmmunsera Ms. 2 Ms. 34 yam 1 P.B. 37 E.G. 3 E.G. 15 
_— = adaed 
NO en | 10,000 10,000 5,000 5,000 10,000 10,000 
Ms. 57-58 10,000 10,000 5,000 50 50 200+ 
Ms. 68-71 10,000 10,000 5,000 1004 50 100 
Ms. 72 10,000 10,000 5,000 100+ 100+ 200+ 
Ms. 75-78 10,000 10,000 5,000+ 50 50 100 
Ms. 79 10,000 10,000 2,000 50 5O- 50 
Ms. 80-85 10,000 10,000 + 2.000 5O+ 50— 50+ 
Ms. 86-93 10,000 10,000 5,000 50 50 50 
Ms. 94-96 10,000 5,000 5,000 50 50 200+ 
Ms. 98 10,000 5,000 5,000 50 50 100 
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einem Paratyphusserum, niimlich P.B. 37, ganz schwach agglutinierten. 
Sie agglutinierten niimlich im Serum von P.B. 37 1:50 stark, dessen 
Titer 1:5,000 stark war (Tabelle 3). Sie wurden aber in einem 
anderen Serum von Paratyphusbazillen, niimlich P.B. 1, sehr stark, 
manchmal fast bis zum Titer agglutiniert, so dass man sie als Miiuse- 
typhusbazillen im engeren Sinne annehmen muss. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann gesagt werden, dass man durch 
Anwendung des zuerst von Aoki angegebenen agglutinatorischen Ver- 
haltens die Paratyphus B-Bazillen aus typhésen Erkrankungen und die 
Gruppe von Paratyphus B-Bazillen aus Tierwesen, welch beide zu 
unterscheiden bis heute schwierig war, ganz deutlich voneinander unter- 
scheiden kann. 

Zum Schlusse wurden alle diese Stiimme Paratyphus B-Bazillen 
und Miiusetyphusbazillen in zwei repriisenticrenden Sera von Girtner- 
bazillen, welche schon in der vorigen Mitteilung gebraucht wurden, 
agglutinatorisch gepriift, um zu erkennen, cb irgend welche unter den 
Stiimmen der beiden Bakterienarten, welche frisch aus typhésen Er- 
krankungen und von Tieren geziichtet worden waren, von den Sera 
der Girtnerbazillen so stark beeinflusst werden kénnen, wie zuerst 
Sobernheim und Seligmann und dann Sakai beobachteten. Sie 
konnten niimlich nachweisen, dass gewisse Stiimme von Bazillen aus der 
Paratyphusgruppe in Sera von Girtnerbazillen manchmal sehr stark, 
fast bis zum Titer agglutinieren kénnen. 

Es stellte sich aber dabei, unserer Erwartung ganz entgegen, heraus, 
dass keiner unter den oben genannten Stiimmen der beiden Bakterien- 
arten in Girtnersera stark agglutiniert. Dieses Resultat kam vielleicht 
daher, dass die Stiimme, welche hier in Girtnersera agglutinatorisch 
geprift worden waren, die waren, welche von Menschen und ‘Tieren 
ganz frisch geziichtet und noch nicht so hiufig als Reinkultur umge- 
ziichtet worden waren. Dagegen waren die anderen Stiimme, welche in 
der letzten Mitteilung untersucht worden waren, diejenigen, welche als 
Reinkultur lange Zeit aufbewahrt und mehrmals umgeziichtet worden 
waren. So beobachteten wir an anderer Stelle bei anderen Bakterien aus 
der Paratyphusgruppe, welche bei Nahrungsmittelvergiftung gefunden 
worden waren, die Erscheinung, dass sie sich, wenn die Kultur der 
betreffenden Bakterien alt wurde, d.h. diese Bakterien mehrmals um- 
geziichtet waren, immer veriinderten und geneigt waren, in Giirtnersera 
deutlich zu agglutinieren. Uber diese Erscheinung werden wir bald 
Genaueres mitteilen. 
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Eine weitere Untersuchung von Proteusbazillen. 


Von 


DR. SHIGERU MATSUI. 
(HE J; OBS) 


(Aus dem bakteriologischen Institute der Universitat zu Sendai, 
Direktor : Prof. Dr. K. Aoki.) 


Die Mikroben, welche man im allgemeinen Proteusbazillen nennt, 
werden iiberall nachgewiesen, bald als Krankheitserreger, bald als 
Fiiulnisbazillen, so dass sie in der Medizin von grosser Bedeutung 
sind. Neuerdings wurden sie dadurch noch wichtiger, dass Weil und 
Felix im Jahre 1917 eine Reaktion entdeckten, nach der eine Art 
Proteusbazillen, niimlich X-Proteus, wenn sie in Fleckfiebersera hin- 
eingebracht wurde, darin immer stark agglutinierte. Diese Agglutina- 
tion trat nur bei Fleckfieber positiv auf, aber in anderen Sera sowohl 
von gesunden als auch von anderen Kranken nicht. Seit 1916 unter- 
suchte Aoki diese Mikroorganismen und gelangte zum Resultate, dass 
diese Mikroben nur dadurch exakt in verschiedene Unterarten geteilt 
werden kénnen, dass man sie entweder agglutinatorisch oder biologisch 
betrachtet, aber nicht beide Eigenschaften kombiniert, was er in seiner 
friiheren Arbeit genau auseinandergesetzt hat. Da die immunisatorische 
Eigenschaft der Mikroorganismen in der Medizin von grossem Nutzen 
ist, untersuchte er viele Stimme Proteusbazillen, welche von verschie- 
denen Erkrankungen stammten, genau gekreuzt agglutinatorisch. Und 
er konnte sie in neun agglutinatorische Unterarten eintcilen. In jener 
Zeit wurde die agglutinatorische Einteilung dieser Mikroorganismen in 
Europa auch eifrig studiert, weil es klar geworden war, dass die Weil 
und Felix’sche Reaktion nur durch eine Art dieser Mikroben, niimlich 
X-Proteus, zustandekommt. 

Weil und Felix konnten niimlich durch Agglutinationsreaktion 
drei Unterarten differenzieren. Dabei soll X-Proteus noch eine andere, 
nimlich die vierte Unterart darstellen. Die erste Gruppe soll zu X- 
Proteus keine, die zweite eine schwache, die dritte eine starke Beziehung 
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haben. Auf gleiche Weise konnten Braun und Salomon sie aggluti- 
natorisch in drei Unterarten unterscheiden, von denen die eine zu X- 
Proteus keine Beziehung, die zweite zu X-Proteus starke Beziehung haben 
soll. Die dritte Unterart soll X-Proteus selber sein. Da es Aoki daraufhin 
gelungen war, 11 Stimme Proteusbazillen in unserer bakteriologischen 
Sammlung nachzuweisen, welche nicht von Fleckfieber, sondern von an- 
deren Erkrankungen, z. B. Dysenterie oder Ohrenleiden abstammten, 
welche jedoch in Fleckfiebersera mehr oder minder, besonders einige Stiimme 
von ihnen sehr stark, in anderen menschlichen Sera nicht agglutinierten, 
untersuchte er diese Mikroben, einerseits unter sich, anderseits vergleichend 
mit den anderen 9 Unterarten von Nichtfleckfieberproteus. Er konnte 
dabei feststellen, dass sie in zwei Unterarten geteilt werden kénnen, von 
denen die eine in den ersten Sera der Unterart des Nichtfleckfieberproteus 
ebenso stark wie die Stiimme der ersten Unterart ; die andere in den Sera 
der zweiten Unterart desselben Proteus sehr stark, und die beiden in den 
anderen sieben Sera gar nicht agglutinierten. Die vordere Unterart 
enthielt nur zwei; die letzte neun Stimme. Die letzten Stiimme sollten 
wieder in vier kleinere Unterarten geteilt werden. Ferner konnte er 
nachweisen, dass X-19 Proteus von Weil und Felix zu unseren X- 
Proteusbazillen und zwar der zweiten Unterart, welche oben erwiihnt 
ist, nicht nur gegenseitig, sondern auch zur zweiten Unterart von 
Nichtfleckfieberproteus eine so nahe Beziehung hat, dass man sie nicht 
leicht voneinander unterscheiden kann. Durch Hitzeverfahren konnte 
er diese Mikroben bis zum gewissen Grade deutlich differenzieren. Er 
betrachtete diese Ergebnisse vergleichend mit den von Weil und Felix 
einerseits, von Braun und Salomon anderseits und kam zum Schluss, 
dass man seine Resultate als mit den yon Weil und Felix einerseits, 
von Braun und Salomon anderseits insofern iibereinstimmend 
annchmen kann, als letztere sieben Unterarten unserer Nichtfleckfieber- 
proteusbazillen entweder als die erste Untergruppe von Weil und Felix 
oder als die erste Unterart von Braun und Salomon; die erste und 
zweite Unterart von unseren Nichtfleckfieberproteusbazillen entweder 
als die zweite und dritte Gruppe von Weil und Felix oder als die 
zweite Unterart von Braun und Salomon, und unsere X-Proteusbazillen 
entweder als die vierte von Weil und Felix oder als die dritte Gruppe 
von Braun und Salomon betrachtet werden kénnen. 

Daraufhin wurden sehr viele Stimme Proteusbazillen in unserem 
Institute geziichtet, sowohl von erkrankten Menschen als auch von 
verschiedenen erkrankten Tieren. Diese Stimme genau zu studieren, 
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wurde mir von Prof. Aoki aufgetragen, weil die Fragen noch gar nicht 
sicher gelést sind, welche Unterarten bei Menschen und Tieren am 
hiiufigsten gefunden werden, oder welche Unterarten bei bestimmten 
Tierarten immer bestimmt vorkommen. 

Die von mir untersuchten Stiimme betrugen im ganzen 172, wovon 
94 von Menschen ; 22 von Kaninchen; 16 von Meerschweinchen ; 27 
von Miusen; 4 von Ratten; 2 von Hunden und 7 von Seidenraupen 
geziichtet worden waren. Wenn man die von Menschen abstammenden 
Stiimme noch genauer betrachtet, wird Folgendes klar. Am hiiufigsten 
wurden sie aus Kot geziichtet; niimlich 12 Stiimme bei Abdominal- 
typhus, 14 bei Dysenterie. Niichst hiiufig wurden sie bei Ohren- 
entziindungen gefunden ; 18 Stiimme wurden niimlich bei verschiedenen 
Mittelohrentziindungen, 5 bei Mastoiditis gefunden. Weitere 18 Stimme 
wurden ferner aus Vereiterungsherden verschiedener Ké6rperteile, die 
iibrigen aus Harnwegen, Nasen und Wurmfortsiitzen nachgewiesen. 

Alle Mikroorganismen waren stiibchenférmig und nach Gram nicht 
firbbar. Die meisten Stiimme wuchsen auf dem Agarnihrboden ippig 
und sich ausbreitend. Aber eine geringe Anzahl zeigte diese Eigenschaft 
mehr oder weniger mangelhaft oder gar nicht. 

Dann wurden sie in 9 repriisentierenden Sera agglutinatorisch 
untersucht, um festzustellen, ob unter diesen Stiimmen die 9 Unterarten, 
welche von Aoki exakt bestimmt worden waren, nachweisbar sind. 
Uberdies wurden sie in 7 Sera von verschiedenen X-Proteusty pen 
agglutiniert, welche ebenfalls von Aoki dargestellt worden waren. Es 
stellte sich heraus, dass 42 Stiimme zu der I. Gruppe; 52 Stiimme zu 
der II. Gruppe; 14 Stiimme zu der III. Gruppe; 1 Stamm zu der 
V. Gruppe ; 4 Stiimme zu der VI. Gruppe; 10 Stiimme zu der VIL. 
Gruppe ; 5 Stiimme zu der VIII. Gruppe gehdren. Die iibrigen 44 
Stiimme konnten dabei nicht festgestellt werden, weil sie in allen neun 
Sera gar nicht reagierten. Ferner muss hinzugefiigt werden, dass 
siimtliche Stiimme in Sera von X-Proteus nicht reagierten (Tabelle I). 

Von den Stiimmen, welche zu der I. Gruppe gehéren, waren 26 
Stiimme von Menschen; 11 von Kaninchen; 3 von Miiusen ; je einer 
von dem Hunde und Meerschweinchen gefunden. Von den zur II. 
Gruppe gehérigen Stiimmen waren 32 von Menschen; 4 von Kaninchen ; 
% von Meerschweinchen; 3 von Miiusen; 2 von Ratten und 5 von 
Seidenraupen geziichtet. Von den Stiimmen der IIT. Gruppe stammten 
10 von Menschen; 3 von Kaninchen und der letzte von einem 


Meerschweinchen ab. Als V. Gruppe wurde nur ein Stamm bestimmt, 
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welcher von Menschen gekommen war. Von den Stiimmen der VI. 
Gruppe waren 3 von Menschen und nur ein Stamm aus einer Seiden- 
raupe geziichtet. Alle Stimme, welche als VII. Gruppe festgestellt 
wurden, stammten von Miusen. Von den zur VIII. Gruppe gehorigen 
Stimmen wurden 2 aus Meerschweinchen, einer von einem Menschen, 
einer vom Kaninchen und der letzte vom Hund geziichtet. Hier muss 
bemerkt werden, dass ich dabei keine Stiimme fand, welche zu der TV. 
oder IX. Gruppe gehéren (Tabelle 1). 

Wenn man ferner betrachtet, welche Unterarten bei verschiedenen 
Tieren nachweisbar sind, so zeigt sich, dass bei Kaninchen haupt- 
siichlich die I. Gruppe, dann die II. und III. Gruppe; bei Meer- 
schweinchen hauptsiichlich die II. Gruppe, danach die VIII., I. und 
III. Gruppe ; bei Miiusen meist die VII. Gruppe, dann I. und II. 
Gruppe; bei Ratten die II. Gruppe; bei Hunden die I. und VIII. 
Gruppe; bei Seidenraupen meist die II. Gruppe, danach die VI. 


Gruppe nachgewiesen wurde (‘Tabelle 1). 


Tabelle 1. 








Typen 
I II TII V VI VII | VIII | Total 
Herkunft 
Menschen 26 32 10 1 3 1 73 
Kaninchen 1] 4 3 1 19 
Meerschweinchen l 8 1 2 12 
Miiuse 3 3 10 16 
Ratten 2 2 
Hunde 1 1 2 
Seidenraupen 3 1 4 
| | | 
Total 42 52 14 1 4 10 5 128 





Wenn man beobachtet, bei welchen Erkrankungen von Menschen 
die Stiimme der I., II. und anderer Gruppen nachweisbar sind, so 


wigt sich, dass die Stimme der I. Gruppe bei Otitis, Dysenterie, 


Typhus, Zystitis, Rhinitis und verschiedenen Eiterungen ; die Stimme 
der II. Gruppe bei Otitis, Mastoiditis, Paukenhéhleneiterung, Typhus, 
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Dysenterie, Zystitis, Rhinitis, Appendicitis und anderen Vereiterungen ; 
die Stimme der III. Gruppe bei Otitis, Mastoiditis, Dysenterie, Ap- 
pendicitis und sonstigen Eiterungen nachgewiesen wurden. Nur ein 
Stamm der V. Guppe wurde bei Mastoiditis, und auch ein Stamm der 
VIII. Gruppe bei Otitis gefunden. Die Stimme aus der VI. Unter- 
art wurden bei Dysenterie und Typhus nachgewiesen (Tabelle 2). 
Wenn man ferner betrachtet, welche Unterarten bei verschiedenen 
Erkrankungen nachweisbar sind, so ergibt sich Folgendes : 
(1) Bei Otitis media wurden hauptsiichlich die Stiimme aus der II. 
Gruppe, eine sehr geringe Anzahl aus der I., III. und VIII. Gruppe ; 
bei Mastoiditis und Paukenhdhleneiterung die Stimme aus der II., 
ITI. und V. Gruppe nachgewiesen. (2) Bei Dysenteriestuhigang wurden 
meistens die Stiimme aus der I. und II. Gruppe und zu geringerem Teile 
aus der IIT. und VI. Gruppe ; bei dem Stuhlgang typhusverdiichtiger 
Kranken wurden die Stiimime hauptsiichlich aus der I. und II. Gruppe, 
in geringer Masse die VI. Gruppe gefunden. (3) Bei Eiterungen 


wurden meist die Stiimme aus der I. und TT. Gruppe und nur ein 


Tabelle 2. 














Typen | | | | 
I | nn i V | VI | VIII | Total 
Herkunft 
Otitis media 2 7 I 1 11 
Mastoiditis 1 2 1 4 
Paukenhdéhlen- 1 1 
eiterung 
Kot (Dysenterie) | 5 4 3 | ] 13 
Kot (Typhus) 5 4 1 10 
Cystitis | 2 4 
Rhinitis 1 1 2 
Lupus d. Rachens l 1 
Appendicitis 2 1 3 
Eiterherde 9 6 1 16 
Als Reinkultur ° 4 1 1 8 
gesandt 
| 
Total | 26 32 | 10 1 | 3 | 1 75 
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Stamm aus der IIT. Gruppe nachgewiesen. (4) Aus der Nase, dem 
Wurmfortsatze und Harnwege wurden auch die Stiimme aus der I., 
II. und III. Grupe nachgewiesen (Tabelle 2). 

Zum Schluss muss bemerkt werden, dass die Stiimme, welche 
agglutinatorisch einheitlich festgesllt wurden, immer auf Schriigagar sich 
ausbreitend wachsen, doch was Gelatinverfliissigungs-, Milchpeptonisie- 
rungs-, Indolbildungsvermégen ete. anbelangt, nicht immer iiberein- 
stimmend sich erwiesen, wie Aoki schon beobachtete. 

Die oben erwiihnten 44 Stiimme, welche in allen 16 verschiedenen 
Immunsera, womit sie untersucht wurden, gar nicht agglutinierten, 
hatten auch verschiedene Herkunft ; 21 Stimme von ihnen stammten 
nimlich von Menschen; 3 von Kaninchen; 4 von Meerschweinchen ; 
11 von Miiusen; 2 von Ratten und 3 von Seidenraupen ab. Uber 
diese Stimme werde ich spiiter Gelegenheit haben, niiheres mitzuteilen. 


Schlussbetrachtung. 


Aus den obigen Ergebnissen ist Folgendes ersichtlich : 
Unter verschiedenen Tierarten, sowohl bei Menschen, als auch bei 
Kaninchen, Meerschweinchen, Miiusen, Ratten, Hunden, Seidenraupen, 
konnte man eine Unterart von Proteusbazillen, welche bei der betref- 
fenden Tierart spezifisch vorkommt, nicht nachweisen. Vielmehr 
wurden verschiedene Unterarten bei allen Tierarten in gleichen Ver- 
hiltnissen gefunden. Es wurde dabei niimlich bemerkt, dass diejenigen 
Stiimme, welche bei allen Tieren am hiufigsten nachweisbar sind, die- 
jenigen waren, welche zu den ersten drei Unterarten gehéren. Die 
iibrigen sechs Unterarten waren sehr selten nachzuweisen. So konnten 
108 Stimme unter 128 Proteusbazillen, welche aus verschiedenen, 
oben genannten 'Tierarten abstammten, als diejenigen festgestellt werden, 
welche zu den ersten drei Unterarten gehéren. Eine iihnliche Beo- 
bachtung machte Aoki auch ; er konnte niimlich 30 Stiimme unter 41, 
welche hauptsiichlich von Menschen abstammten, als I., II. und III. 
Gruppe nachweisen (Tabelle 3). Infolgedessen muss man annehmen, 
dass die Proteusarten diejenigen pathogenen Bakterien darstellen, welche 
sowohl bei Menschen, als auch bei Tieren, welche in der Umgebung 
der Menschen leben, ganz allgemein vorhanden sind, so dass sie von 
Menschen zu Tieren und von Ticren zu Menschen iibergehen kénnen. 
Sie miissen deshalb bei allen diesen Tierarten eine gleiche pathogenetishe 
Bedeutung haben. Hier muss hinzugefiigt werden, dass doch bei 
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Tabelle 3. 
| } 
Typen 
I | II Ill IV iV | VI | VIE | VIIT| IX | Total 
Herkunft \_ 
Otitis media 13 8 5 3 l 29 
Hirnabscess l 1 2 
Cystitisch. Harn 1 | I 
Nase 1 | 1 
| | 
Angina 1 l 
Perityphlit. , , 
Eiter 
Dysenter. Stuhl ] 1 
Mausdarminhalt 3 2 
| | | 
B. murisepticus | 2 3 
Ein Stamm von | 1 1 
Proteusarten 

Total | 16 | 9 | ] 3 | ] | 1 41 


Menschen alle 





Unterarten bis auf die siebente Gruppe nachgewiesen 


warden, wenn man meine Erfahrungen mit denen yon Aoki vergleichend 


betrachtet (Tabelle 3). 


Und die siebente Unterart wurde merkwiirdiger 


Weise nur bei Miiusen sowohl bei mir als auch bei Aoki nachgewiesen. 


Doch soll damit nicht gesagt sein, dass Miiuse nur solche Proteusbazillen 


enthalten, die zur siebenten Unterart gehdren, wie man aus der Tabelle 


I ersehen kann. 
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Beziechung der durch Hautreizmittel bedingten 
Entziindung zu den sensiblen Nervenenden. 


Von 


MASAKAZU NAKAMURA und HISASHI TAKAHASHI 
(P ff iE *) is WH A) 


(Aus dem Pharmakologischen Institut von Prof. 8S. Yagi, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


1910 hat Bruce festgestellt, dass die durch Hautreizmittel bedingte 
Entziindung durch <Aniisthesierung der betreffenden Hautstelle, durch 
Durchschneidung des Riickenmarks oder des Nervenstammes gar nicht 
beeinflusst wird, wihrend sie giinzlich unterdriickt wird, wenn die 
sensiblen Nervenenden durch Lokalaniisthetika wie Kokain oder Alypin 
vollig geliihmt sind oder nachdem der die betreffende Stelle versorgende 
sensible Nervenstamm durchschnitten worden und dadurch  dessen 
Enden degenerativen Veriinderungen anheimgefallen sind. So kam er 
zu dem Schluss, dass der Einfluss der sensiblen Nerven auf die erwiihnte 
Entziindung ein reflektorischer (Axonreflex) ist, bei welchem zuerst die 
sensiblen Nervenenden durch eine wirksame Substanz gereizt werden, 
dann der zentripetale Impuls von der Haut durch die afferente Faser 
ventralwiirts und der zentrifugale vasodilatorische Impuls periphirwiirts 
in derselben Faser zu der Blutgefiisswand geleitet wird. Dieser interes- 
santen Ansicht wird jetzt allgemein Glauben geschenkt. 

Da wies neuerdings Hirschfelder” nach, dass die durch Senfél 
entstehende Hyperiimie und Wassersucht des Kaninchenauges, auch 
wenn dieses durch Kokain, Prokain, Saligenin oder Butyn ete. ganz 
aniisthetisch gemacht wird, hierdurch gar nicht beeinflusst wird und 


mit gleichem Verlauf und in gleicher Stiirke auftreten, wie am intakten 


Auge. Er sagt, dass die Versuchsergebnisse von Bruce wohl darauf 


beruhen, dass er die Folge der Unterdriickung der Hyperiimie und des 


(1) Bruce, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1910, 63, 424. 
(2) Hirschfelder, Proc. of Soc. f. exp. Biol. a. Med., 1923, 20, 508. 
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Odems durch Kapillarkontraktion, welche durch Eintriiufelung einer 
hypertonischen Lésung wie 10%ige Kokain- oder Alypinlésung ins Auge 
hervorgerufen wurde, beobachtet habe. Ferner nimmt er an, dass die 
Tatsache, dass nach der degenrativen Veriinderungen der Enden der 
sensiblen Nerven die unter der Herrschaft der letzteren stehenden 
Schleimhiiute durch Hautreizmittel weder hyperiimisch noch édematis 
werden kénnen, wohl davon herriihre, dass die dort befindlichen gesunden 
vasokonstriktorischen Nerven zuerst gereizt werden. Wiire der Befund 
von Hirschfelder richtig, so miisste die Entziindung nicht, wie man 
bisher glaubte, durch Axonreflex entstehen, sondern auf durch die 
wirksame Substanz zustande gebrachte primiire Gefiissveriinderung 
zuriickgefiihrt werden. Doch leider hat er seine Untersuchung einfach 
nur an der Kaninchenbindehaut angestellt und sie nicht nach ver- 
schiedenen Richtungen hin ausgedehnt. Das hat uns veranlasst, durch 
Nachprifung des Bruce’schen Versuches einige Beitriige dazu zu 
liefern und _ festzustellen, ob die durch Hautreizmittel verursachte 
Entziindung ein durch Reizung der sensiblen Nerven  ausgeléstes 
Reflexphiinomen ist oder nicht, was unseres Erachtens nicht nur fiir 
die Lésung der physiologischen Fragen, sondern auch fiir die klinische 
Anwendung der Lokalaniisthetika von grosser Bedeutung ist. 

Bruce hat bei seinen Versuchen als Versuchstiere Frésche und 
Kaninchen und als Hautreizmittel Senfél gewiihlt. Deshalb haben wir 


auch diese Materialien zum Versuche verwendet. 


I, Versuche an Froschen. 

Ein durch Kurarisierung bewegungsunfihig gemachter Frosch 
wurde in Bauchlage gelegt, dann die beiderseitigen Schwimmhiiute auf 
einem mit Brunnenwasser befeuchteten Wattebausch ausgebreitet und 
weiter zur Verhiitung des Trockens mit einem befeuchteten Wattebausch 
bedeckt, wodurch sie auch etwa dreissig Minuten normal erhalten wurden. 
Triiufelt man jetzt auf die eine Schwimmhaut Senfél (Merck) herab, 
so treten nach ca. zehn Minuten Rétung, Vasodilatation und Odem 
auf. Deshalb kann man auch nach diesem Verfahren die Wirkung 
der Hautreizmittel beobachten. 


(1) Versuche an Tieren, denen das 
Riickenmark zerstért wurde. 


Einem Frosche wurde das Riickenmark, nachdem es vom Gehirn 
durch Schnitt getrennt war, zerstért und auf die Schwimmhaut der 
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einen Seite Senfél getriiufelt, dann stellten sich Rétung und Gefiiss- 
erweiterung ein, wie das am normalen Frosche der Fall war. Das 
zeigt, dass die Hyperiimie durch Hautreizmittel vom Riickenmark ganz 


unabhiingig ist, welcher Befund mit dem von Bruce am Katzenbein 


beobachteten iibereinstimmt. 


(2) Versuche an Fréschen, denen die 
Schwimmhaut durch Lokalanisthetika 


unempfindlich gemacht wurde. 


Bei der Lokalaniisthesierung muss man mit der Stiirke der An- 
iisthesie vorsichtig sein. Ist diese schwach, dann ist, wenn sie auch 
die Wirkung des Senféls beeinflusst, dieser Einfluss nicht ausgesprochen 
und somit das Ergebnis unsicher. Wir verfuhren deshalb so, dass wir 
bei einem Riickenmarksfrosche diejenige Konzentration der aniisthesic- 
renden Mittel bestimmten, bei welcher nach einer dreissig Minuten 
vorher erfolgenden Bepinselung der einen Seite der Schwimmhiiute 
keine Fluchtbewegung mehr verursacht wurde, wenn nun die Schwimm- 
haut mit Senfél gereizt wurde. Mit dieser Konzentration wurde die 
Aniisthesie vorgenommen. Die _beiderseitigen Schwimmbhiiute eines 
kurarisierten Frosches wurden mit 10%iger Alypin- oder 2%iger 
Kokainlésung alle zehn Minuten einmal und im ganzen viermal 
bepinselt. Dann zeigt die mit ersterer bepinselte Schwimmhaut nichts 
Abnormes, aber die mit letzterer bepinselte eine geringe Rétung. Zehn 
Minuten nach der letzten Bepinselung triiufelten wir das Senfél auf 
eine der Schwimmhiute, da zeigten sich auf dieser Seite Rétung und 


Gefiisserweiterung, aber auf der anderen nicht. 


(3) Versuche an Fréschen, bei denen durh 
Durchschneidung des sensiblen Nerven- 
stammes die sensiblen Nervenenden dege- 


nerativ verindert wurden. 


Ein Frosch, welchem man einen Ischiadicus durchschnitten hatte, 
wurde 8 Tage darnach kurarisiert. Die Untersuchung der beiden 
Schwimmhiute ergab, dass sie in Fiirbung und Gefiissverhalten von- 
einander gar nicht verschieden waren. ‘Triiufelt man nun auf die 
Schwimmhaut derjenigen Seite, an der der Nery degeneriert ist, Senf6l, 
so nimmt man Rétung und Gefisserweiterung wahr, woraus ersichtlich 


ist, dass die durch Pharmaka bedingte Laihmung der sensiblen Nerven- 
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enden oder die degenerativen Veriinderung der letzteren infolge der 
Nervenstammdurchschneidung auf die durch das Senfél hervorgerufene 
Hyperiimie gar keinen Einfluss ausiiben. Dies beweist, dass letztere 
durch direkte Einwirkung des Senféls auf die Gefiisse und nicht durch 
den infolge Reizung der sensiblen Nervenenden ausgelésten Reflex- 
vorgang zustande gebracht wird, was der Behauptung von Bruce ganz 
entgegengesetzt ist. Er hat aber beim MHervorrufen der Nerven- 
degeneration Kaninchen als Versuchstiere verwendet, weshalb es méglich 
wire, dass die nicht im Einklang stehenden Ergebnisse auf Ver- 
schiedenheit des 'Tieres beruhen kénnten. 


II, Versuche am Kaninchenauge. 

In das Kaninchenauge wurde eine 2%ige Kokain- oder 10%ige 
Alypinlésung alle zehn Minuten einmal, im ganzen viermal eingetriiufelt, 
wobei sich zeigte, dass durch erstere die Conjunctiva bulbi et palpebrarum 
und die Palpebra tertia gar nicht veriindert werden, wiihrend sie durch 
letztere in der Regel mehr oder weniger hyperiimisch werden. Auch 
die Bertihrung der Cornea, der Conjunctiva bulbi und des dritten 
Augenlides mit einem diinnen Metallstiibchen ruft reflektorisch keinen 
Schluss der Lidspalte hervor. Beim Eintriiufeln des Senféls in den 
Bindehautsack zeigt das Tier kein Zeichen der Beschwerde, wenn man 
dafiir sorgt, dass das Senfél nicht nach aussen auf die iiussere Lid- 
fliiche herausfliesst. Wenn man bei dem Kaninchen auf beide Augen 
nach dem oben geschilderten Verfahren ein Lokalaniisthetikum appliziert 
und dann einen Tropfen Senfél in den einen Konjunktivalsack triiufelt, 
so stellt sich zehn Minuten darnach in der Regel an der Augapfel- und 
Lidbindehaut und dem dritten Augenlide der betreflenden Seite cine 
ausgesprochenere Hyperiimie ein, als an denen der Kontrollseite. Ab 
und zu findet man manchmal schon zu dieser Zeit nahe am _ freien 
Rande des dritten Augenlides und am oberen Augenlide die Wassersucht. 
Diese und die Hyperiimie werden nach zwanzig Minuten stiirker. 
Beobachtet man nun, alle zwanzig Minuten einmal Kokain- oder 
Alypinlésung in beide Augen eintriiufelnd, den Verlauf, so zeigt sich, 
dass an der Seite an welcher das Senfél eingetriiufelt wurde, das Odem 
und die Hyperiimie zunehmen, von denen das erstere eine Stunde nach 
der Eintriiufelung des Senféls maximal verstirkt wird, so dass beim 
Umschlagen der Augenlider die obere und untere Lidbindehaut einander 
beriihren. Daraus ersieht man, dass auch die véllige Aniisthesicrung 
des Augapfels durch Kokain oder Alypin Hyperiimie und Odem durch 
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Senf6l nicht unterdriicken kann. Dann untersuchten wir bei einem 
anderen Tiere, wie sich die Hyperiimie und Wassersucht der beiden 
Augen verhalten, indem wir in eins von ihnen Kokain oder Alypin, 
wie beim vorigen Versuche, und in beide Augen Senfél eintriiufelten, 
darnach alle zwanzig Minuten einmal, im ganzen dreimal, Kokain oder 
Alypin in das vorher kokuinisierte oder alypinisierte Auge und gleich- 
zeitig 0,8 %ige Kochsalzlésung in das andere Auge taten, aber es wurde 
wiihrend dieser Zeit keine Verschiedenheit inbezug auf Hyperiimie und 
Odem an beiden Augen wahrgenommen. Daraus geht hervor, dass 
Kokain und Alypin nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ die 
durch Senf6l erzeugte Entziindung nicht zu unterdriicken vermégen. 

Da aber in den obigen Versuchen die iiussere Fliiche der Augenlider 
noch nicht ganz unempfindlich gemacht werden konnte, so kénnte durch 
auf diese Stelle wirkende Reiz unter Vermittelung des N. trigeminus 
der Axonreflex ausgelést werden. Man muss also an einem Kaninchen, 
bei welchem die Enden des genannten Nerven infolge seiner Durch- 
schneidung ganz degenerativ veriindert sind, Untersuchungen anstellen. 

Die Trigeminoktomie wurde nach der Methode von Krause 
ausgefiihrt. Wenn sie gut gelang, so erfolgte durch Berithrung nicht 
nur der Binde- und Hornhaut, sondern auch der Zilien kein Schluss 
der Lidspalte. Das Auge der trigeminoktomierten Seite wurde durch 
Zunihen der beiden Lider verschlossen und mehrmals tiglich zur 
Verhiitung der Hornhauttrocknung mit 0,8 %iger Kochsalzlésung aus- 
gewaschen. 8 Tage nach der Operation, nach Eatfernung der Nahtfiiden 
untersuchten wir das betreffende Auge und fanden, dass in der Regel 
die Bindehaut, das dritte Augenlid u. a. nichts Abnormes, aber die 
Cornea eine geringe Triibung aufwies. Bei Eintriiufelung des Senféls 
in beide Augen traten beiderseits ganz gleich starke und gleich verlau- 
fende Hyperiimie und Wassersucht auf. Also werden auch am Auge 
mit schon degenerativ veriinderten Trigeminusenden durch Senfdl 
Entziindungserscheinungen hervorgerufen, genau wie am intakten, was 
zu der Mitteilung von Bruce im Gegensatz steht. 

Nach den obigen Versuchsresultaten muss angenommen werden, 
dass die Entziindung durch Senf6l auch bei Kaninchen kein durch 
Reizung der sensiblen Nerven ausgelistes Reflexphiinomen ist, sondern 
durch direkte Wirkung der Hautreizmittel auf die Gefiisswand ver- 
ursacht wird, was mit dem Versuchsergebnis von Bruce in Wider- 
spruch steht. Aus welchem Grunde er zu solchem Resultate gelungen 


ist, lisst sich selbstverstiindlich nicht ermitteln, aber es kénnte zum 
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Teil davon herriihren, dass das Senfél abgespiilt wurde, da er bei 
seiner Methode nach Eintriiufelung des letzteren alle zehn Minuten in 
dasselbe Auge Kokain oder Alypin eingetriiufelt hat. Bei nicht 
geeigneter Behandlung nach der Trigeminusdurchschneidung entsteht 
manchmal an der gleichseitigen Conjunctiva Entziindung, und wenn 
diese sehr stark ist, wird sie auch durch Eintriiufelung des Senfdls 
zuweilen fast gar nicht verschlimmert, so dass man dadurch zum 
Fehlschluss verleitet werden kénnte. 

Das oben erwihute Verhalten list sich nicht nur bei der Anwendung 
des Senféls, sondern auch bei der seines Ersatzmittels, der verdiinten 
HCl-Lésung, erkennen. 

Kurz zusammengefasst, die durch Hautreizmittel bedingte Ent- 
zindung wird wohl nicht dadurch hervorgerufen, dass diese Substanzen 
durch Reizung der sensiblen Nervenenden reflektorisch Vasodilatation 
und Odem hervorrufen, sondern dadurch, dass sie durch direkte 
Einwirkung auf die Gefiisswand deren Beschaffenheit veriindern. 











Die Resorption der Farbstofflésungen aus der Bauch- u. 
Pleurahéhle, mit besonderer Beriicksichtigung 


des Ductus lymphaticus dexter. 


Von 


SHIGEHIRO KATSURA. 
(& 8 ¥f) 


(Aus Prof. T. Kumagai’s medizinischer Klinik der 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


I. Lymph- oder Blutbahn aus der Bauch- und Pleurahéhle. 
II. Das Verhiiltnis der Menge und der Konzentration bei der Resorption. 
III. Die Rolle des Ductus lymphaticus dexter bei der Resorption aus der 
Bauchhohle. 
IV. Die Lymphwege aus der rechten Pleurahéhle. 


Der kiirzlich von mir” veréffentlichte Befund, dass die Paratyphus 
B-Bazillen, wenn in die Bauchhéhle des Hundes eingespritzt, ausser in 
der ‘Thoracicuslymphe stets auch im Blut gefunden werden, hat mich 
zur weiteren Erforschung der Resorptionsbahnen aus den serésen Hoéhlen 
getrieben. Es ist eine schon lange diskutierte Frage, ob die Resorption 
aus den serésen Hohlen durch die Lymph- cder Blutbabn erfolgt. Seitdem 
Recklinghausen” die Meinung ausgesprechen, dass die serése Hohle 
als grosse Erweiterung des Lymphgefiisssystems zu betrachten sci, hat 
fiir einige Zeit der Gedanke geherrscht, dass die Resorption aus der 
Bauchhoéhle tiberhaupt nur auf dem Lymphwege stattfindet. Starling 
und Tubby” iusserten im Jahre 1894, dass Fartstcfilésungen von den 
serésen Hoéhlen nicht vom Lymph-, sondern direkt vom Blutwege 
resorbiert werden. Sie brachten Indigckarmin- u. Methylenblaulésung 
in die Pleurahéhle des Hundes, in dessen Milchbrustgang man cine 
Kaniile eingebunden hatte, und sahen, dass der Harn stets friiher und 
intensiver als die Lymphe gefiirbt wurde. Orlow” hat grosse Mengen 


von physiologischer Kochsalzlésung in die Bauchhéhle des Hundes 
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eingefiihrt und beobachtet, dass die Lymphmenge aus dem Milchbrust- 
gang sich nicht vermehrt, wiihrend die Fliissigkeit bald von der 
Hoéhle verschwindet, ein Beweis dafiir, dass sie von der Blutbahn 
resorbiert worden sein musste. Die Mitteilung von Starling und 
Tubby erregte bald lebhafte Diskussion zwischen Meltzer” und ihnen”, 
und auch unter anderen Autoren (Wells u. Mendel). Meltzer 
hat niimlich die Vv. anonymae des Kaninchens unterbunden und 
nachgewiesen, dass intraperitoneal eingespritzte Strychnin- oder Ferrocy- 
ankalilésung nur geringe Vergiftungserscheinungen oder Berlinerblau- 
reaktion des Harns zustandebringt, und er hat iiberhaupt der Blut- 
gefiisstheorie stark widersprochen. Exner” wollte die Resorption aus 
der Bauchhéhle einteilen in diejenigen Partien, welche von Adrenalin 
geheramt werden, und in diejenigen, die von ihm nicht beeinflusst 
werden : erstere sei die Resorption durch die Lymphbahn, letztere die 
durch die Blutbahn. Diese Meinung schien aber nicht allgemeine 
Anerkennung zu finden. Danielsen™ hat im Jahre 1913 in die 
Bauchhéhle des Hundes Jodkali, kolloidales Silber oder Bac. coli 
gebracht und daraus gefolgert, dass krystalloide Substanzen vom Blut, 
kolloidale Substanzen und Suspension von den Lymphgefiissen resorbiert 
werden. Diese Theorie wurde wiederum von Rowntree u. Rey" 
abgelehnt, die nach Einbringung yon Karminkérnchen in die Bauchhéhle 
sie im Blut nachgewiesen haben. Heute noch gibt es Autoren wie 
Dutrey,” der nur die Blutgefiisse als Resorptionsweg von der Bauch- 
hdhle, und zwar selbst fiir korpuskuliire Elemente wie Blutzellen, 
annehmen will. Putnam™ fiihrte kirzlich verschiedene Substanzen 
in die Blutgefiisse der Tiere ein und sah, dass Krystalloide in der 
Peritonealhéhle erscheinen, Kolloide dagegen nicht, und betrachtete das 
Peritoneum als eine Dialysiermembran. Er konnte deshalb nicht 
erkliren, warum und wie die Kolloide von der Peritoncalhdhle ins 
Blut tibergehen. 

Ich wollte nun von neuem die Resorptionswege der Substanzen 
physikalisch verschiedener Zustiinde aufkliiren und habe zu diesem Zweck 
einige Anilinfarbstoffe gewihlt. Bekanntlich bieten die Farbstoffe in 
wiisseriger Liésung verschiedene physikalische Zustiinde. Zuniichst habe 
ich nach Hiber® die wiisserigen Lésungen vieler Farbstoffe dargestellt 
und ihre Dialysierbarkeit durch Kollodiummembran und ihre Fiill- 
barkeit durch Calciumchlorid in verschiedener Konzentration gepriift 
und Farbstoffe krystalloider Natur, d.h. mit leichter Dialysierbarkeit 
u. schwerer Fillbarkeit, und solche kolloidaler Natur mit gegenteiliger 














296 S. Katsura 


Beschaffenheit unterschieden. Sodann habe ich diese Lisungen in die 
Ohrvenen der Kaninchen injiziert und untersucht, ob sie sich im 
Blutplasma deutlich oder im Harn quantitativ nachweisen lassen. Unter- 
sucht wurden Brillantgriin, Bismarkbraun, Gentianaviollett, Fuchsin, 
Tropiiolin, Methylenblau, Malachitgriin, Wollschwarz M. P., Methyl- 
violett, Nilblau, Lichtgriin F. 8., Chrysoidin, Kongorot, Neutralrot, 
Safranin, Thionin, Dahlia, Nigrosin, Alaunkarmin, Indigokarmin, 
Phenolsulfonphthalein usw.; aber nur einige Farbstoff: entsprachen meinen 
Zwecken. Zum Beispiel musste ich das Methylenblau verwefen, da es im 
Blut sehr schnell in farblose Leukobasen verwandelt und, wegen Aus- 
scheidung auch durch Speichel oder Kot, nicht in dem Harn quantitativ 
bestimmt werden kann. So standen als krystalloide Farbstoffe Phenol- 
sulfonphthalein, Indigokarmin, als kolloidale Kongorot zur Verfiigung. 
Fuchsin stellt gewissermassen einen Ubergang zwischen beiden dar. 

Als Versuchstiere sind Hunde und Kaninchen benutzt worden. 
Hinsichtlich meiner Experimente besteht kein tiefer Unterschied zwischen 
den zwei Arten. 2-3 Stunden vor der Operation gibt man ihnen je 
nach der Grésse 100-400 cem Kuhmilch. Bei Hunden habe ich unter 
Athermorphinnarkose meist direkte, bei Kaninchen ohne Narkose 
indirekte Fistel des Ductus thoracicus eingelegt. Vergleich hierzu 
meine friihere Arbeit.” Im iibrigen wurde ein Katheter in die Harn- 
blase eingefiihrt, um den Harn durch Bauchpresse zu entnehmen. 

Die Farbstoffljsungen wurden darauf in der Mitte zwischen Nabel 
und Symphyse intraperitoneal eingespritzt oder eine kleine Inzision an 
derselben Stelle ausgefiihrt, um von dort die Lisung einfliessen zu 
lassen. Die Inzisionswande wurde wieder zugeniht. Bei intrapleuraler 
Einverleibung hat man die Farbstofflisungen mit dem Pneumothorax- 
apparat von Prof. Kumagai’ in dem 4.-6. Interkostalraum ein- 
fliessen lassen. Lymphe und Harn wurden halbstiindlich angesammelt 
und gleichzeitig, 1 oder 2cem Blut von der rechten oder linken 
Jugularvene mittelst einer Pravatz’schen Spritze punktiert, in die man 
vorher 0,1-0,2 ccm gesiittigter Natriumcitratlésung eingesogen hat, um 
das Plasma ausscheiden zu lassen. Oder, wenn es ndtig ist, das Portalblut 
zum Gegenstand der Priifung zu machen, bindet man nach Offnen der 
Bauchwand in die Pfortader eine Kaniile ein und lisst das Blut von 
Zeit zu Zeit in die Zitratlésung einfliessen. Dadurch aber wird das 
Leben der Tiere natiirlich sehr verkirzt. Der Farbstoffgehalt des 
Blutes, der Lymphe und des Harns wurde kolorimetrisch bestimmt, 
wie ich spiiter noch bei den Versuchen beschreiben werde. 
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I, Lymph- oder Blutbahn aus der Bauch- und Pleurahdéhle. 
(a) Phenolsulfonphthalein, 


Die Diffusibilitit dieses Farbstoffs ist iiusserst gross, und Fillbarkeit 
durch Elektrolyt fehlt giinzlich. Er wird von der Niere sehr gut 
ausgeschieden, so dass er zur Nierenfunktionspriifung angewendet wird. 
Bei meinen Versuchen habe ich deshalb nicht das Blut, sondern den 
Harn zum Gegenstand der Priifung gemacht, 

Zuerst habe ich genau 1lccm dieser von Dunning gelieferten 
Farbstofflisung in die Schenkelvene eines Hundes eingespritzt, dem 
Blutplasma und dem Harn 1/10 Menge 10%-iger Natronlauge zugesetzt 
und den Farbstoffgehalt des halbstiindlich entleerten Harns sofort mit 
dem Authenrith-Kolorimeter bestimmt. Das Plasma zeigt anfangs 
deutliche Reaktion, aber nach 20 Minuten schon keine mehr; der 
Harn zeigt nach 5 Minuten deutliche Reaktion des Phenolsulfon- 
phthaleins, und der Gehalt des ausgeschiedenen Farbstoffs betriigt in 
der ersten halben Stunde 52,5 %, in den folgenden Halbstunden 17,5, 
3,5, 1,9 % usw.; bis die Reaktion nach 5 Stunden ganz verschwindet, 
werden im ganzen 89 % ausgeschieden, 

Ich spritzte dann intraperitoneal eine gleiche Menge Farbstoff ein. 
Die erste Reaktion trat jetzt 9 Minuten nach der Injektion auf, und 
der Farbstoffgehalt jedes Anteils betrug 4,9, 16,5, 14,0, 10,0, 7,2...... % ; 
die gesamte Ausscheidung in*6 Stunden bis zum Verschwinden der 
Reaktion erreichte 61,8 %. 

Demniichst habe ich am Hunde die Thoracicusfistel angelegt und 
ganz Gleiches ausgefiihrt. Die erste Reaktion des Phenolsulfonph- 
thaleins trat ebenfalls nach 9 Minuten auf, die grésste Ausscheidung 
erfolgte in der 2. Halbstunde, und die Quote der Ausscheidung belief 
sich auf 68,4 % in 6 Stunden. Die Thoracicuslymphe zeigt 14 Minuten 
nach der Injektion eine ganz geringe Spur von Reaktion, und die 
gesamte Ausscheidung wihrend 5 Stunden betrug nur 0,7 %. 

Die am linken 5. Interkostalraum ausgefiihrte intrapleurale In- 
jektion ergibt analoge Resultate. Die erste Reaktion im Harn tritt 


’ nach der 


Injektion auf, der Farbstoff erscheint im Harn immer in der 2. 


Halbstunde am meisten, wo er 20,0 bzw. 24,2 % betriigt und die 


bei freiem Ductus thoracicus 5’, bei eingebundener Kaniile 7 


Quote der Ausscheidung bis zum Erléschen der Reaktion beim freien 
Ductus 73,6 %, beim gebundenen 70,5 %. Die Lymphe wird nach 12’ 
etwes gefiirbt, und die gesamte Ausscheidung betriigt ca. 0,8 9. (Tab. I). 
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Tabelle 








Vers. Nr. Vers. 19. Vers. 16. Vers. 
u. Datum 26. VIIT. 1923. 22. VIII. 1923. 10. IX 
_— Hund ¢ braun Hund 2 schwarz Hund 
’ 8,6 kg 17,0 kg 14,3 
10°57—50/ am. | 1b 38/—39 p.m. Fistel der 
Weide leem Phenol- leem Phenol- 35 30’—31/ 
, sulfonph. in sulfonph. Phenol 
V. saph. sin. inj. i. perit. inj. i. perit. 
Harn Harn Harn 
ccm %@ (Aussch.)** | cem 2% (Aussch.) | ccm 2% (Aussch. 
Ersch. d. ‘ i 
Farb.’ 54 y/ Q/ 
Nr.* 
1 20,0 52,5 3,5 4,9 | 30 | 10,0 
| 
2 6,0 17,5 4,0 16,5 | 40 | 25,5 
3 6,0 3,5 5,0 14,0 42 | 15,3 
4 5,0 1,9 3,5 10,0 3,9 6,2 
5 6,0 25 4,7 7,2 4,1 3,9 
6 7,0 1,1 4,5 4,1 4,3 28 
7 5,5 Spur 4,0 2,9 ay 4 1,7 
8 4,0 Spur 5,5 1,4 5,5 | 2,2 
9 (—) 44 | 0,8 4,0 | 0,5 
} 
10 (—) 4,5 Spur 44 | 0,3 
‘ | 
1] 89,02 3,7 | Spur 3,5 | Spur 
12 : 5,0 | fs 4,0 | (—) 
Das Blutplasma gibt ‘ | 
13 nach ‘7 noch deutliche 61,82 | 68,422 
Reaktion; die Konz. oe 
14 entspricht 0,05 22 der | 


Originallés. Nach 20/ 
aber keine Reaktion 
mehr. 
* Die Nummern bezeichnen die Ordnung der Halbstunden vom Zeitpunkt der 
melt, Blut wird nach Ablauf entnommen. In den folgenden Tabellen verhiilt es 


** Diese Tezeichnung bedeutet das Verhiiltnis der ausgeschiedenen Farbstoffmenge 
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| 





28. Vers. 21. Vers. 29. 
1923. 28. VIII. 1923. | 10. IX. 1923, 
i Hund des Vers. 19. | Hund des Vers. 28. 
mea Ts « T | 
Jugularis. 10>0—V leem | Sofort an Vers. 28. angeschlossen. 
p-m. 1 cem Phenolsulfonph. i. pl.| 9° 43/—4 p.m. leem Phenolsulfonph. 
sulfonph. inj., an 1. vord. i. pl. inj., an 1. vord. Axill. 1, 
inj. Axill. 1, 6. I. K. R.| 5. I. K 
Lymphe Harn Harn Lymphe 


ecm | % (Aussch.) | cem | % (Aussch.) | cem | % (Aussch.) | cem | % (Aussch.) 








1 iy | 7/ 17 
| 4 _ t 
8,0 0,2 | 4,5 | 76 | &O | 16,3 6,5 0,1 
10,0 0,3 | 62 | 20,0 | 3,5 | 42 | 13,4 | 0,3 
10,5 2 | 66 | 16,5 | 4,2 | 145 | 10,8 | 0,2 
12,0 | Spur | §0 | mt | 40 7,0 21,5 0,2 
11,5 ganz Spur 8,6 | 7,4 | 5,0 | 3,2 16,8 ganz Spur 
14,0 e 7,0 4,5 5,0 2,7 12,0 7 
15,0 - 4,0 1,5 6,8 1,0 12,5 (—) 
18,0 - 5,6 1,3 5,0 0,8 10,0 (—) 
14,0 (—) 8.0 2,0 4,5 0,5 0,826 
10,0 (-) 7,0 0,7 3,8 0,3 
0,722 | 16,0 0,6 5,2 Spur 
20,0 0,5 5,0 (—) 
15,0 Spur 70,5% 
13,0 (—) 


70 Res 
75,6% 


Injektion an gerechnet. Harn und Lymphe werden wiihrend halben Stunde gesam- 
sich ebenso. 


gegen die injizierte. 








S. Katsura 


(b) Indigokarmin. 


Indigokarmin fiallt ziemlich leicht, ist aber auch sehr leicht 
dialysierbar, und wurde von Héber™ der Kategorie kritstalloider 
Farbstoffe eingereiht. Es ist bekanntlich aus der Niere gut ausscheidbar. 

10cem 1%-iger wiisseriger Lésung von Indigokarmin (Griibler) 
wird gerade wie beim Versuch mit Phenolsulfonphthalein zuerst ins 


Blutgefiiss, dann intraperitoneal u. -pleural eingefiihrt, am Hunde mit 


freiem und eingebundenem Milchbrustgang. 


Die Berechnung des Farbstoffgehalts des Harns geschieht folgendermassen ; man 
stellt als Originalstandardlésung genau 0,0192-ige wiisserige Lésung von Indigokarmin 
dar. Von dieser verfertigt man wieder durch 10 fache Verdiinnung 0,00122 Standard- 
lésung, die man in einen Mikrozylinder des Universalmikrokolorimeters yon 
Kuttner-Leitz bringt. Jeder farbstoffhaltige Teil der Harns wird dann mit 
destilliertem Wasser auf 100 ccm verdiinnt, und dayon bringt man 0,2 ccm in den 
andern Mikrozylinder (0,2 ccm fiillt bis zur Marke 10) Die beiden werden in dem 
Kiistlein mit weisslicher Hinterwand bei durchfallendem Tageslicht verglichen. Die 
Vergleichslésung wird solange verdiinnt, bis sie genau dieselbe Nuance zeigt wie der 
Standard. Das Zehntel der Ziffer, bis zu welcher die Vergleichslésung verdiinnt 
worden ist, zeigt sofort den im betreffenden Teil enthaltenen Prozentgehalt des 
Farbstofis zum injizierten. Z.B., wenn man die Vergleichslisung bis zu 75 verdiinnt 
hat, so ist die Konzentration der Vergleichslisung 0,001 75/10=0,0075%2. Das 
heisst: in diesen zu 100 ccm vyerdiinnten Teil ist 0,0075 g Indigokarmin enthalten. 
Die injizierte Menge ist 10 ccm 19Z-iger Lésung, niimlich 0,1 g Farbstoff. Deshalb 
betriigt der Prozentgehalt der ausgeschiedenen gegeniiber der injizierten Menge 
(0,0075/0,1) x 100=7,622. Wenn die Portion wenig Farbstoff enthiilt, so wird sie statt 
auf 100 nur auf 50 oder 20 cem verdiinnt, dann muss der erhaltene Wert natiirlich 
durch 2 oder 5 dividiert werden. Der eingentliche Harnfarbstoff ubt wenig Einfluss 
auf den Indigokarmin aus, wenn letzterer hochkonzentriert ist. Wenn er aber in 
geringer Menge darin enthalten ist, dann setzt man bei der Herstellung der Standard- 
lésung einige Tropfen oder Kubikzentimeter Harn hinzu. 

Die Lymphe wird auf analoge Weise verglichen. Nur hat man die Lymphmenge 
und die Farbstoffkonzentration gesondert bestimmt und daraus die Farbstoffmenge 
berechnet. Man miss auch je nach dem Fettgehalt der Lymphe dem Standard eine 
verschiedene Menge reiner, zur Kontrolle gewonnener Lymphe zusetzen. Die Ver- 
gleichung wird iibrigens bei durchfallendem und auffallendem Tageslicht ausgeftihrt. 

Die Resultate der Versuche sind denen mit Phenolsulfonphthalein 
iihnlich. Die erste Fiirbung des Harns tritt bei intravendéser Injektion 
nach 3’, bei intraperitonealer u. -pleuraler Injektion nach 5/-7’ auf. 
Die meiste Ausscheidung fiillt ebenfalls in die zweite Hiilfte der Stunde, 
um sich dann allmihlich wieder zu vermindern. Die Kurve der 
Ausscheidung ist aber weniger steil, und die blaue Farbe des Harns 


44 


bleibt immer linger als 24 Stunden. Die Lymphe wird nach 8/=13 
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ganz wenig gefirbt, und der Farbstoffgehalt der ganzen Lymphe 
betriigt wiihrend 4-6 Stunden nur 0,3-0,8 %. Der Einfachheit halber 
gebe ich hier nur die Tabelle an (Tab. II). 

Somit ist erwiesen, dass Phenolsulfonphthalein und Indigokarmin, 
sowohl intraperitoneal wie auch intrapleural eingespritzt, unabhiingig 
von der Kommunikation des Ductus thoracicus mit dem Blutgefiiss- 
system, aus der Niere ausgeschieden werden. Das heisst, diese Farbstott- 


lésungen gehen von der serdsen Hodhle direkt ins Blutgefiiss. Vergleicht 
man die Ausscheidung des Farbstoffs durch die Niere mit der bei 
intravendser Injektion, so wird man verstehen, wie schnell sie von der 
Blutbahn resorbiert werden. Diese Resorption geht sowhl vom Portal- 
gefiiss- als auch vom Parietalgefiisssystem aus vor sich, denn ich habe 
an anderen Versuchen, die ich hier nicht angebe, nachgewiesen, dass 
die Ligatur der Pfortader oder der V. cava inf. unterhalb der 
Nierenvenen die Ausscheidung im Harn nicht wesentlich verhindert. 

Dass die im Blut vorhandenen Substanzen sehr leicht in die 
Lymphe iibergehen, ist seit langem bekannt und kiirzlich in griind- 
licher Weise von Osato™ in unserer Klinik studiert worden. Die 
geringfiigige Fiirbung der Lymphe liisst sich damit auch _ vollig 


erkliren. 
(c) Fuchsin. 


Dieser Farbstotf list sich bei Zimmertemperatur schwer im Wasser, 
und deshalb habe ich beim Versuch 0,3 9 wiisserige Lésung von 
Fuchsin Red (small crystall Merck) angewendet. Sie ist leicht dialy- 
sierbar, obwohl ihre Fiillbarkeit auch ziemlich gross ist. Die Molekular- 
grésse entspricht ultramikroskopisch unerkennbarem Amikron, aber die 
Lésung enthilt oft auch Submikrons. Dieser Farbstoff liisst sich 
schwer im Harn nachweisen, da er sich in farblose Verbindung 
verwandelt. Es ist aber leicht, ihn im Blut nachzuweisen. Das Blut- 
plasma fiirbt sich schén mit rosaroter, von Hiimoglobin unterscheidbarer 
Farbe. Wenn man ihm gleiche Menge von 90 % Alkohol zusetzt und 
zentrifugiert, so geht die Farbe in Alkohol iiber und ist vom gefiillten 
Hiimoglobin noch deutlicher zu unterscheiden. Die Konzentration des 
Farbstoffs liisst sich mit dem Standard vergleichen, den man mit reinem 
Plasma hergestellt und eventuell ebenfalls mit Alkohol behandelt hat. 

Wenn diese Farbstofflésung intraperitoneal eingespritzt wird, firbt 
sich die Lymphe 9/-15/ spiiter, und bei der Autopsie sieht man die 


Imbibition des Netzes, der Parietalwiinde des Bauchfells, der sehnigen 
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Tabelle 











Vers. Nr. u. Vers. 23. Vers. 25. Vers. 
Datum 30. VIII. 1923. 4. IX. 1923. 11. TX. 
we Hund 9? braun | Hund des Vers. a Hund des 

Vers. Tier 8,6 kg. ‘ 23. 28. u. 


4» 30/—32/ p.m. 10 cem'11"»>V—Y am. 10 ccm Fistel der 








| 
| 
Verfahren 1 % Indigokarmin in | 19% Indigokarmin | 72 Y¥—10 p.m. 
V. saph. sin. inj. | i. perit. inj. | Indigokarmin 
Harn Harn Harn 
cem  % (Aussch.) ccm  % (Aussch.) com | % (Aussch. 
L Ersch. d. whined ee 
_ Farb. v 6/ y 
: ae + qT. 
1 350 | 25 | 19,0 95 | 5,0 4,2 
2 25,0 | 7,8 8,0 | 176 | 80 | 9,8 
3 35,0 9,8 9,0 100 | 60 | 9,0 
4 20,0 | 5,5 9,0 | 65 | 60 | 7,6 
5 18,0 | 2,5 8,0 | ms Fs et 6,7 
6 10,0 1,3 | 72 | 29 | 60 | 6,4 
7 10,0 | 0,8 13,0 37 | 60 | 5,5 
8 6,0 | 0,5 8,0 | 1,4 5,6 4,7 
9 11,0 | 0,4 14,0 | 12 | 34 | 2,5 
10 9,0 0,4 10,0 0,6 5,0 3,4 
11 53,5% 9,0 0,4 4,0 1,8 
Nach 24 St. noch 
deutlich gefiirbt. 
| ° 6 | © 
12 12,0 0,3 2, 1,2 
3 Konz. d. Farb. d. 15,0 0,2 | 3,0 1,3 
Blutplasmas: nach og | 0 ° 9 
I > - 2 1 2,0 | 1,2 
4 fY 0,00252%, nach 15/ =p oe . se aur 
58,7 % 65,3% 





0,001992, nach 30/ 
0,00122, nach 1 St. 
noch eine Spur, nach 
2 St. verschwunden. 
Partie des Zwerchfells, der Mesenterialdriisen und des vorderen und 
hinteren Mediastinums. Die Resorption dieses Farbstoffs muss deshalb 
wie beim Kongorot durch die Lymphbahn erfolgt sein. Vom Kongorot 
ist aber das Fuchsin vor allem dadurch verschieden, dass das Portalblut 
noch friiher, niimlich 4’ nach der Injektion und zwar bei weitem 
deutlicher, gefiirbt wird als das Jugularblut. Die Resorption der 
Fuchsinlésung muss deshalb ausser durch die Lymphbahn auch zweifellos 


durch die Blutgefiisse erfolgen (Tab. ITT). 











le 
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II. 











30. Vers. 26. Vers. 27. 
1923. 6. IX. 1923. 7. IX. 1923. 
Hund a Vers. Hund des Vers. 25. 
Jugularis 1lhy—V a.m. 10 ech Fistel der Jugularis. 
a 1 2% Indigokarmin | 3h 42/—45/ p.m. 10 cem 122 
10cem 1% , : - ; By 
: otitis i. pl.,an 1. hint. Axill.1., Indigokarmin i. pl., 
1. perit. in). 6. I. K. R. inj. an 1. vord. Axill.1., 5. I. K. R. inj. 
Lymphe Harn Harn Lymphe 
cem | % (Aussch.) eem | 2% (Aussch.) ccm 2 (Aussch.) ecm | 2% (Aussch.) 
¥ 6/ 7 13/ 
| | 
10,0 0,06 | 16,0 6,5 14,0 4,8 6,0 0,1 
6,0 0,04 =| 82 20,4 9,5 14,3 9,4 0,2 
5,5 0,04 =| 6,0 12,5 11,0 10,1 6,5 0,1 
5,0 0,04 7,5 8,3 7,3 5,4 10,0 0,1 
6,5 0,04 | 4,5 4,3 12,2 5,9 100 |, — 
5,2 0,04 | 4,4 2,5 10,0 3,2 6,0 
7,0 004 | 48 1,6 11,0 2,5 9,5 
6,3 0,02 | 5,0 0,6 6,0 1,1 7,5 
5,7 0,322 | 56,7 % 7,0 1,9 7,5 0,3 
6,1 5,9 0,7 11,0 
5,7 | 6,7 0,6 7,5 
| 
5,3 7,0 1,3 8,0 |7 
45 | 51,8% 0,8% 
4,5 


(d) Kongorot. 

Kongorot ist selbst Wochen nach Einbringung in den Kollodium- 
sack nicht dialysierbar. Bei intravendser Injektion verweilt es lange 
im Blut, weshalb es seit kurzem vielfach zur Bestimmung der Blutmenge 
gebraucht wird, wiihrend es sich im Harn nicht nachweisen lisst. Die 
Salzsiiurereaktion bewahrt vor Verwechselung mit etwa aufgetretener 
Hiimolyse. Die unterste Grenze der Konzentration, die deutliche 
Salzsiiurereaktion gibt, ist ca. 0,0003 %, und ihre Intensitiit ist 
gewissermassen parallel der Konzentration des Farbstoffs. 
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r | Kaniile in die V. portae 
Verfahren 1» §3/—58’ p.m. 75ccm 0,3 9% Fuchsin- | — niin! ~qimceg 
tia ie. ; Sais |} 2h30/—31/ p.m. 80 ccm 


| 0,396 Fuchsin és. i. perit. inj. 


Tabelle 
Vers. Br. w. | Vers 2. 15, IIT. 1923. Vers. 12. 14. VIT. 1923, 
Datum 
se 98 ee ne ee ee ee Sacer 
Vers. Tier Hund ¢ braun, 7,5 kg. Hund ¢ braun, 8,0 kg. 
Direkte Thoracicusfistel. Direkte Thoracicusfistel. 
| 


lés. i. perit. inj. 


Lymphe Blut Lymphe slut 
\V.jug. dext.) V. jug. sin. V. portae 
ceem | % (Konz.) | : ccm | % (Konz.) : 
| % (Konz.) | % (Konz.) 
Ersch. d. ; 
Farb. 9/ 14/ ? 1Y 4/ 
Nr. 

1 17,7 0,0003 | 0,0001 a 14,0  0,0004 | 0,0001 
2 15,7 0,002 0,0002 «11,3 0,001 0,0004 
3 17,3 0,003 0,0002 | 89 0,002 | 0,0004 
4 7,6 0,003 0,0002 
5 | 6,5| 0,003 0,0001 
6 5,0! 0,003 0,0001 | 


In diesen 3 Versuchen sieht man bei der Autopsie, dass Darmserosa, 
Mesenteriallymphdriisen und die Mediastini yom Farbstoff zierlich gefiirbt sind. 


Wenn man pro Kilogramm 10 ccm 1 %-iger wiisseriger Kongorot- 
lésung (Merck) intraperitoneal injiziert, so ist die Folge beim Hunde 
und Kaninchen ein wenig anders. Man vergleiche dazu Versuch 15. 
(Tabelle IV) und 57. (Tabelle VI). Peim Hunde tritt die erste Farbe 
der Lymphe 17’, beim Kaninchen 8’ nach der Injekticn auf, und die 
Fartstcfikenzentration erreicht nach etwa 2 Stunden beim ersteren 
0,05-0,06 %, beim letzteren 0,25-0,29 94, wo sie dann konstant bleibt 
oder nur ein wenig schwankt. Und im Verlauf von 5-6 Stunden 
erscheint in der Thoracicuslymphe beim Hunde 2,5 %, beim Kaninchen 
19 % der eingespritzten Farbstcflmenge, also jedenfalls ungeheuer viel 
mehr als bei den anderen, chen genannten Farkstcflen. Pei der Sektion 
sieht man, wie teim Fuchsin, aber stiirker ausgepriigt, dass Gressnetz, 
Parietalwiinde, Centrum tendineum des Zwerchfells, vorderes und 
hinteres Mediastinum und auch ein wenig die Interkestalriiume mit 
Farbstcff imbibiert sind. Das Jugularblut ist auch gleichzeitig mit der 
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Ill. 





Vers. 42. 19. X. 1923. 


Kaninchen ¢ 1,7 kg. 





Fistel der Jugularis. 
Nach Aufmachen der Bauchwand, um 40 p.m. 0,1 g gut zerriebenes 
Fuchsinpulver in die Bauchhéhle eingepudert. 
Blut wird nach sorgfiiltigem Abtupfen der Gefiisswand mit einer Spritze entzogen. 


Lymphe ~ ‘Blut 
V. jug. dext. V. portae V. cava inf. 
ccm 26 (Konz.) ; _s janie 
5 ° (Konz.) 
11’ 30/ ? ? 
2,5 0,0002 0,00008 
™ 
2,7 0,002 0,0001 0,0009 
3,1 0,003 ~ 0,001 0,001 
1,7 0,003 | 90,0001 0,0009 


Grossnetz, Centrum tendineum des Zwerchfells, die Schnittfliiche der 


Lymphe oder etwas spiiter, z.B. im Versuch 15, 22’ nach der Injektion 


gefiirbt und gibt deutlich Salzsiiurereaktion, doch ihre Konzentration 
iiberschreitet im iiussersten Falle 0,001 % nicht, betriigt also nur 
1/200-1/60 der Konzentration der Lymphe. 

Es ist deshalb klar, dass diese Farbstofflésung grésstenteils durch 
Ductus thoracicus, ein Teil aber nicht durch ihn resorbiert wurde. 
Erfolgt also die Resorption dieses Teils direkt durch die Blutbahn ? 
Dies ist eines der Hauptprobleme dieser Arbeit und wird im zweit- 
nichsten Kapitel seine véllige Erkliirung finden. Hier aber sei nur 
bemerkt, dass das Portalblut innerhalb 1} Stunden gar nicht gefiirbt 
worden ist (Tab. TV). 


(e) Nigrosin. 


Nigrosin ist auch sehr schwer diffusibel, aber kein geeigneter 
Farbstoff, da er in kleiner Menge im Blut schwer nachweisbar ist. 
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Tabelle 





T 
| 


Vers. Nr. u. aR gon ale 
Datum Vers. 13. 16. VII. 1923. 


Vers. Tier 





Hund 6 schwarz, 8,3 ky. ary 





Verfahren Indirekte Thoracicusfistel. (Jugularis). 
64 }4/—5 p.m. 80ceem 124 Kongorotlés. i. perit. gespritzt. 








Lymphe Blut 
V. jugul. ext. dext. 
ccm | 9% (Konz.) stay) —— - —| 
| 9% (Konz.) HCl-Reak. 
\~ Ersch. d.| Tat hee a 9 i eo 
Farb.| 17’ | 22/ 
ae. a - i g ; 
7,5 0,018 0,169 0,0001 ganz Spur | 
2 r* ef 0,029 0,315 0,0006 | deutlich 
3 4,4 0,037 | 0,204 0,0008 stark 
4 4,0 0,041 | 0,205 0,0010 =| intensiy | 
5 4,5 0,046 0,217 0,0009 A 
6 4,6 0,057 0,328 0,0006 deutlich | 
7 3,2 0,059 0,236 00003 | Spur | 
8 3,4 0,055 0,23 0,0002 Spur | 
9 3,8 0,056 0,266 0,0001 ganz Spur | 
10 3,9 0,058 0,283 0,0001 » 
43,0 245726 | | 








In der Bauchhdhle noch viel Farbfliissigkeit vorhanden. Darm- 
| serosa, Grossnetz, Centrum tendineum zierlich imbibiert. Mesenterial- | 


lymphdriisen an der Schnittfliiche fleckig gefiirbt. Beide Pleurahéhlen | 
enthalten etwas Fliissigkeit. Beiderseitige Interkostalriiume fleckig 
gef iirbt. 


Ich bemerke nur, dass der Anteil der Resorption in der Lymphe dem 
des Kongorots iihnelt, und die Lymphwege, durch welche Nigrosin 
resorbiert wird, bei Priifung sehr deutlich ausgepriigt sind. 


I. Verhaltnis der Menge und der Konzentration 
beider Resorption. 

Weiterhin wollte ich den Einfluss der Menge der injizierten 
Farbstofflésungen auf die Art und Weise der Resorption auffinden. 
Gibt es irgendein Optimum der Menge bei der Resorption oder wird 
eine unbegrenzt grosse Menge von der serésen Hodhle_ resorbiert? 
Hieriiber gibt es manche Arbeiten, von denen die kiirzliche Beobachtung 
2) 


von Denzer und Anderson” besonders bemerkenswert ist. Sie 


brachten niimlich eine grosse Menge physiologischer Kochsalzlésung in 
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IV. 





Vers. 11. 12. VIT. 1923. 


Hund 6 bunt, 7,5 kg. 





Indirekte Thoracicusfistel (Jugularis). Nach Offnen 
der Bauchwand eine Kaniile in die V. portae eingebunden. 
5) 32/—34 p.m. 80cem 124 Kongorotlés. in die Bauchhéhle einfliessen lassen. 


Lymphe Blut 
; Re V. portae  V. jug. dext.| V. cava inf./ 1. Herzkam. 
2% (K 2 (Resorp.) SSE Se 
oot i. Fann) 16 aap HCI- Reak. 


19 
54 | 0011 | 0,074 | (—) 
63 | 0,023 | 0,185 | (—} | 
7,3 0,039 | 0,356 | (—) Spur 


(=) | (—) 


neeseennentenieaneinnel 
(Nach dem Tod) 


die Bauchhéhle yon Kindern und wiesen nach, dass selbst grosse Menge 
ausserordentlich schnell aufgesogen werden. So waren 250ccm 18 
Stunden und 200 ccm 6 Stunden vor dem Tode bei dem gleichen Kinde 
bis auf 20 ccm resorbiert. 

Ich habe einer Reihe von Kaninchen verschiedene Mengen 19%-igen 
Indigokarmins injiziert und die im Harn ausgeschiedene Quote bestimmt. 
Die Ergebnisse folgen hier (Tab. VY). Zwischen 0,1 bis 100 cem habe ich 
keinen erheblichen Unterschied an Prozentgehalt des ausgeschiedenen Farb- 
stoffs gefunden. Je grossere Menge cingespritzt wird, um so konzentrierter 
wird der Harn an Farbstoff und umgekehrt. Die Bauchhdhle entfaltet 
also eine iiusserst grosse Resorptionskraft fiir eine aiusserst grosse Menge 
krystalloider Lésung. Die neuerdings vielfach empfohlene intra- 
peritoneale Infusion hat aus dieser Erwiigung heraus véllig Recht. 
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Tabelle YV. 




















Vers. Nr. u. | + rs. 52, Vers. 41. Vers. 54. Vers. 55. 
Datum | 7. XI. 1923. 8 X. 1923, | 10. XI. 1923. | 13. XI. 1923, 
> me i a i . al’ | P ee 
a a Keninchen Kaninchen Kaninchen Kaninchen 
Vers. Tier 5 1,6 kg. 5 2,4 kg. 2 1,9 kg. 1,7 kg. 
— a = ee 
| 1) 44/—4 p.m. | gh 0—Y a.m. 1h 45/—46/ p.m. 2h 20/—25/ p.m. 
Vestas O,leem 1% 10cem 1% 10cem 1% 100 cem 1 % 
Indigokarminlés, | | Indigokarminlis Indigokarminlés Indigokarminlés. 
i. _ Perit, inj | i, perit. inj. i. perit. inj. i. perit. inj, 
Harn ae Han | Harn Harn 
cem |2% (Aumch.) eem |% (Aussch.)) ccm \% @ (Aussch.)) eem lee (Aussch.) 
Ersch. d . i a ae Te v7 
Farb. 1yY 17 10/ 12/ 
Nr . ecole - 
1 9,0 59 | 30 3,1 5,0 5,7 20,0 1,1 
2 4,0 140 | 23 15,0 2, 15,3 5,5 12,1 
3 70| 79 | 30 | 130 22) 13,7 45 8,3 
4 2) 45 | 7,8 20 | 10,9 5,5 6,4 
5 2,7 3 | 6,1 1,5 4,7 2,5 3,6 
6 | 3,0 26 | 3,3 2, 3, 2,2 2,0 
7 38,2% 1,9 34] 1,4 1,5 1,3 
8 1,1 45 | 1,3 2,0 1,1 
9 1,2 10,5 0,8 2,0 1,5 
10 0,7 | 16,0 1,4 2,5 2 
11 0,5 6,2 2 2,5 0,9 
12 0,5 16,5 0,2 4,0 1,0 
3 542% | 58,72 | 5,5 1,3 
14 34 | 0,6 
| 42,42 


Harn 17 und 18 
noch deutlich | 
blau gefiirbt. 


Der anderen Reihe von Kaninchen mit Thoracicusfistel habe ich 
1-100 cem 1%-iger Kongorotlésung intraperitoneal eingespritzt. Hier 
gilt etwa Gleiches wie beim Indigokarmin. Das heisst, die Konzentration 
des Farbstoffs ist innerhalb des Gebietes der angewandten Menge 
gewissermassen parallel der letzteren, und je gréssere Quantitit der 
Lésung eingespritzt wird, um so konzentrierter wird die Lymphe an 
Farbstoff, obgleich dieses Verhiiltnis sich nicht so regelmiissig wie beim 
Stets ist demzufolge etwa in 5-7 Stunden 10- 
20% der eingespritzten Menge im Ductus thoracicus erchienen (Tab. V1). 


Indigokarmin auspriigt. 


An zweiter Stelle wollte ich priifen, wie sich das Peritoneum 
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verhilt, wenn die Pulver der genannten Farbstoff2 in die Bauchhéhle 
gebracht werden. Orlow und andere Autoren stimmen darin iiberein, 
dass die Volumveriinderungen der hypo- und hypertonischen Lésungen 
in der Bauchhéhle bis zum gewissen Grad unter osmotischer Kraft 
geschehen, aber nicht genau so wie das theoretische Gesetz der reinen 
Osmose verlangt, denn manchmal ist die Resorption in den Blutstrom 
erheblich grésser, als man erwartet. Wenn nun 0,01-0,l¢ Indigo- 
karminpulver nach Offnen der Bauchwand in die Peritonealhéhle 
gebracht wird, so sieht man, dass der Harn nach 31/-37' den Farbstoff 
auszuscheiden beginnt; der erste Harn enthiilt also keinen Farbstoff, 
und das Maximum der Ausscheidung fiallt mit der 3. halben Stunde 
msammen. Die Kurve der Farbstoffausscheidung ist deshalb gerade 
um eine halbe Stunde verspiitet im Vergleich zu den obigen Versuchen. 
Man kann diese Verspiitung so erkliiren, dass das Pulver erst die Aus- 
scheidung des lésenden Mediums aus dem Blutplasma geférdert hat. 
In der Tat ist der Indigokarmin im Blutserum dank der Wirkung der 
Schutzkolloide weit besser léslich als in physiologischer Kochsalzlésung. 
Man kann ja mit blossem Auge sehen, wie schnell sich das auf serdse 
Hiiute gebrachte Pulver des Indigokarmins diffus in die Umgebung 
erbreitet. ei diesen Experimenten ist aber zu bemerken, dass die 
Harnmenge nach 13-2 Stunden sehr unregelmiissig wird, indem der 
Harn sich stark vermindert und oft vdllige Anurie eintritt. Stark 
konzentrierte Indigokarminlésung verstopft bei der Ausscheidung leicht 
die Harnkanilchen. Man sieht an solcher Niere, dass die Marksubstanz 
stark bliulich gefirbt ist. Jedenfalls wird etwa 36 % der eingebrachten 
Pulver in 2 Stunden durch die Niere ausgeschieden, wihrend der 
Lymphe wieder nur 0,77 % zukommt. 

Bei Anwendung von Kongorotpulver tritt ebenfalls die erste Farbe 
der Lymphe 31’ nachher auf. Der Prozentgehalt des resorbierten 
Anteils am eingebrachten Pulver ist ungefihr gleich dem beim Versuch 
mit 1%-iger Ldsung, d.h., im Versuch 39 kam in 7 Stunden etwa 22% 
der eingebrachten Menge in der Lymphe zum Vorschein (Tab. VII). 


IIL Die Rolle des Ductus lymphaticus dexter bei der 
Resorption aus der Bauchhhole, 

Frither habe ich bemerkt, dass die intraperitoneal injizierte 
Kongorotlésung griésstenteils im Ductus thoracicus erscheint, aber gleich- 
witig auch das Blutplasma in allen Versuchen eine deutliche Salz- 
siurereaktion gibt. Es herrscht heute allgemein die Ansicht, dass die 
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Tabelle 
Vers. Nr. u. Vers. 66. Vers. 63. 
Datum 15. XII. 1923. 10. XII. 1923. 
Vers. Tier. | Kaninchen 4 1,85 kg. Kaninchen 9° 2,5 kg. 
Fistel der Jugularis. Fistel der Jugularis. 
’ | 1250 p.m. 0,2cem 1% Kon- | 1° p.m. 2,0cem 122 Kon- 
Verfahren “a pe * ~ 
gorotlés. nach Offnen der gorotlés. nach Offnen der 
3auchwand einfliessen lassen. | Bauchwand einfliessen lassen. 
Lymphe Lymphe 
eem % (Konz.) 2¢ (Resorp.) ccm %o (Konz.) 2¢ (Resorp.)) ccm 
_Ersch. d. 2 
k Farb. BY ly 
Nr. * 
1 25 0 0 15 0,002 0,150 | 1,0 
2 2,3 0,0010 1,15 1,5 0,013 0,975 | O08 
3 2,1 0,0020 2,10 1,7 0,013 1105 | 16 
4 2,2 0,0025 2,75 1,5 0,015 1125 | 15 
5 2,2 0,0020 2,20 1,5 0,017 1275 | 1, 
6 1,7 0,0015 1,28 1,5 0,014 1050 | 1,1 
7 15 0,0015 1,13 1,8 0,014 1,260 14 
8 5 0,0015 1,13 1,8 0,012 1,080 7 
9 11,742 14 0,013 0,910 15 
10 1,7 0,011 0,935 14 
11 1,6 0,010 0,800 1,1 
12 1,4 0,009 0,630 0,7 
13 2 0,008 0,480 
14 0,7 0,008 0,280 


12,0552 


Lymphgefiisse der Bauchhdéhle simtlich yon einem Kollektor, niimlich 
vom Ductus thoracicus, gesammelt werden. Manche Arbeiten in Bezug 
auf die Lymphe gehen von dieser Erwiigung aus. Das obige Ergebnis 
miisste deshalb so gedeutet werden, dass die Kongorotlésung z. T. direkt 
ins Blut resorbiert wird. 

Es ist aber sehr auffiillig, dass das Blut der rechten Jugularvene 
den Farbstoff enthilt, wiihrend das Blut der Pfortader von ihm frei 
ist. Wenn die Tésung direkt ins Blut resorbiert worden wiire, so 
miisste das Portalblut am chesten und am deutlichsten gefirbt werden, 
wie ich es bei Versuchen mit Fuchsin erwiesen habe. In Wirklichkeit 
ist aber gerade das Gegenteil der Fall. Ist nun aber nicht vielleicht 
die Farbstofflésung durch einen anderen Verbindungsweg zwischen dem 


Ductus thoracicus und dem Blutgefiiss ins Blut iibergegangen ? 
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VI. 





Vers. 62. Vers. 61. 3. 


5. XII. 1923. | XIT. 1923. 


Kaninchen ? 1,9 kg. 


Vers. 57. 
21. XI. 19288. 


Kaninchen 9 2,5 kg. 








| 

| 

= | | 
Fistel der Jugularis. Fistel der Jugularis. Fistel der Jugularis. 

2 57/—60’ p.m. 20cem) —1" 28/—20” p.m. 50 ccm 2h 58/—3" Y p.m. 100 ccm 

1% Kongorotlés. 1% Kongorotlis 


Kaninchen 2 2,1 kg. 





1 2% Kongorotlis. 
i. perit. inj. i. perit. inj. i. perit. inj. 


Lymphe Lymphe Lymphe 


| 
; 
2% (Konz.) |\% (Resorp.) ecm % (Konz.) % (Resorp.) ccm % (Konz.) |% (Resorp.) 


v 4 iY 
0,006 | 003 | 1,5 0,19 0,570 20 | O19 | 0,380 
011 | 044 | 2.2 0,45 1,980 25 | O47 | 1,175 
026 | 208 | 20 0,49 1,960 19 | 0,7 | 1,083 
0,25 1,88 5,8 0,12 1,392 18 | 0,56 1,008 
0,25 1,75 3,8 0,15 1,140 18 | 0,57 1,026 
0,26 1,43 2.7 0,17 0,918 15 | 045 | 0,675 
0,29 2,08 3,9 0,18 1,404 13 0,44 0,572 
031 | 2,63 3,6 0,16 1,152 15 0,28 0,420 
0,29 | 2,18 3, 0,13 0,884 6,339 
0,28 | 1,96 2,2 0,11 0,484 
om | 168 | 2 0,10 0,460 
0,2 0,84 | 234494 

| 18,6822 | 


| 


Uber abnorme Kommunikation des Ductus thoracicus mit dem 
Blutgefiiss hat neulich Lee" genaue und ausfiihrliche Beobachtungen 
veréffentlicht. Er hat den Ductus thoracicus in der Brusthéhle unter- 
bunden und nachher durch Injektion von Berlinerblau in das Mesen- 
terium erwiesen, dass Kollaterallymphbahnen einerseits zwischen dem 
Ductus thoracicus und dem Ductus lymphaticus dexter, und anderseits 
zwischen dem Ductus thoracicus und der YV. azygos und deren Asten 
entstehen. Seine Experimente sind aber alle ausschliesslich auf Katzen 
beschrinkt, und ob ohne Unterbindung des Ductus thoracicus die 
Lymphe gewohnlich aus der Bauchhéhle durch Ductus lymphaticus 
dexter in den allgemeinen Kreislauf gelangt, und wenn dies der Fall 
ist, wieviel Anteil daran letzterem zukommt, dariiber sagen auch andere 


Autoren nichts aus. 
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Tabelle 
Vers. Nr. u. , , oa 
Tieton Vers. 44. 11. X. 1923. Vers. 39. 
Vers. Tier Kaninchen 4 2,4°kg. Kaninchen 
Nach Offnen der Bauchward, um 3! 30/ _. Fistel der 
- .m. 0,0095¢ Indigokarminpulver in die Nach Offi le 
Verfahre P-M. V,VVIO g £ pu 2 Nac nen der 
— Bauchhéhle gebracht und diese wieder 125 0/ 0,012 ¢ 
zugeniiht. in die Bauchhéhle gebracht 
Harn Lymphe Lymphe 
o % a o % . % % 
— (Aussch. ) ccm | (Konz.) | (Aussch.) | “™ (Konz.) | (Resorp.) | 
— Erseh. d. 
Farb. 5 37/ V 
Nr. 4 } 
Se cae: eae 
1 10 | 0 4,0 0 0 0,8 0 o | 
2 0,7 | 7,3. | 5,0 | 0,0009 0,474 14 0,003 | 0,350 
3 1,0 26,0 3,0 0,0007 0,221 1,4 0,011 | 1,285 | 
4 Bett 3,0 2,0 | 0,0002 0,042 15 0,022 | 2,750 
5 36,32 | 3,0 0,0001 0,032 15 0,031 3,875 
Harn ‘ "1 ee ey _ 
6 tritt 4,0 0,00006 0,003 | 02 0,017 yee) 
7 nicht 0,77296 2,5 0,011 2,292 
8 weiter, 2,4 0,009 1,800 
aus. | ss ; se 
9 1,7 0,009 1,275 
10 1,5 0,008 1,000 | 
11 1,5 0,007 0,875 | 
12 1,9 | 0,006 | 0,950 
3 | | | 18 | 0,004 | 0,600 
t 
14 | | | 1,3 | 0,003 | 0,325 
| 24,4 | 21,9082 


Ich versuchte, bei Hunden und Kaninchen die Lymphe des Ductus 
lymphaticus dexter gesondert zu gewinnen. Dieses Lymphgefiiss ist 
bei Hunden verschieden stark entwickelt, durchschnittlich 1/3 so dick 
wie der Ductus thoracicus, und entsteht durch Vereinigung der > 
Hauptstiimme, d.h., des Truncus jugularis, T. subclavius, und ‘T. 
mediastinobronchialis. Er miindet an der Vereinigung der Y. jugul. 
ext. und der V.subclavia dextra ein. Zuweilen vereinigen sich die 
Stimme nicht, sondern jeder Stamm miindet in das Blutgefiiss ein. Der 
wichtigste in Bezug auf meine Versuche ist natiirlich T. mediastino- 
bronchialis. Beim Hunde gelingt es oft, in den Ductus lymphaticus 
dexter oder T. mediastinobronchialis direkt eine Kanile zu binden und 
die Lymphe aus diesem zu gewinnen, aber bei Kaninchen ist es meist 
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sehr schwer, die reine rechte Lymphe zu 


vewinnen, da der Gang sehr zart und klein 





ist. Bei ihm musste ich mich damit be- 


gniigen, unter sorgsamster Vermeidung einer 


3,3. kg. Blutung den Gang zu unterbinden und 


f ~reg _s abzuschneiden und die abgeflossene Lymphe 





Jugularis. 
a, om mit der Pipette zu sammeln und den an- 
ongorotpulver ba “ > . 2 
ani a” adeder zugeniiht. nihernden Farbstoffgehalt durch die Stirke 
; 7 Blut aoe der Salzsiiurereaktion zu bestimmen. 
apie amet Wenn man einem Hunde oder Kanin- 
V. jug. dext. chen, bei welchem man_ beiderseits die 
aaa | ; Lymphe sammelt, Kongorotlésung wie bei 
of 
(Konz) HCl-Reak. den vorigen Versuchen intraperitoneal in- 
7 , anGaeeea eee jiziert, so beginnt sich die rechte Lymphe 
0 (—) etwas spiiter als die linke zu fiirben. Die 
0 —) . . ° P ° P 
( se Farbstoffkonzentration ist der linken gleich 
0,0001 | ganz kleine Spur ‘ eet Rc Awe : : 
oder ein wenig niedriger als die linke. Die 
0,0001 | ganz kleine Spur Menge der rechten Lymphe schwankt je 
0,0002 | Spur nach dem Fall um 1/15-1/2,5 im Verhiiltnis 
0,0003 | Spur : ae : . . ° 
nim —. zur linken. Niimlich, bei meinen Experi- 
0,0003 Spur “ F j : a 
0,0002 Spur menten fliesst in einer Stunde pro Kilo des 
0,0001 | ganz kleine Spur Hundes 1,5-2,0cem Lymphe aus dem 
Ductus thoracicus, 0,2-0,8 cem aus dem 
0 = -loina S . r 
0001 | ganz kleine Spur Ductus lymphaticus dexter oder Truncus 


| mediastinobronchialis ; bei Kaninchen 3,6- 

| 5,1 cem resp. 0,2-0,4 ccm. So betriigt das 
Verhiltnis der gesamten Resorption des 

Farbstoffs durch die linke und die rechte Lymphe 5,5: 1 beim Hunde 
(Vers. 81) und 17:1 beim Kaninchen (Vers. 74) (Tab. VIII). 
Dieser Befund ist umso erstaunlicher, wenn man _ bedenkt, dass der 
Ductus lymphaticus dexter als Resorptionsweg von der Bauchhéhle 
bisher ganz vernachlissigt worden ist. Die rechte Lymphe hat zuweilen, 
so etwa in 1/5 Fiillen meiner Experimente, einen gleich milchigen Ton 
wie die linke, aber ganz unabhiingig von dieser Milchigkeit ist die 
Farbe des Kongorots stets auffallend. Bei einiger Vorsicht sieht man 
bei der Autopsie oft sogar, dass der T. mediastinobronchialis dexter prall 
gefiillt mit schéner Lymphe, parallel zur Wirbelsiiule vor der Vena 
cava inf. verliuft. Das gleichzeitig mit der Lymphe entnommene 
Blutplasma aus der rechten Jugularvene enthiilt hierbei keine Farbe 
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Tabelle 





Vers Be. Vers. $1. 29. IT. 1924. 
u. Datum 


Vers. Tier Ilund 4 bunt, 7,2 kg. 


Direkte Fistel des Ductus thoracicus und Truncus mediastino- 
Verfahren bronchialis dexter. 
7 0/—1’ p.m. 50cem 122 Kongorotlés. i. perit. inj. 


symphe (links, milchig) symphe (rechts, klar) slut 
Lymphe (link Ick Lymph hts, kl BI 
eem | 24 (Konz.) 22 (Resorp.) cem 2% (Konz.) 96 (Resorp.) V. jugularis 
Ersch. d. 
Farb. 12 15’ le HC] 
7” Xonz. teak. 
x, I Reak 
10,0 0,028 0,560 2,7 0,009 0,049 
2 5,8| 0,048 0,557 3,4 0,011 0,075 r:0 | ( 
3 6,3 0,026 0,328 2,8 0,011 0,062 1:0 ( 
4 7.2, 0,024 0,346 29> 0,012 0,070 r:0 
in 7,8 0,022 0,348 2,6 0,015 0,078 oi® (- 
6 6,2 0,032 0,397 2,7 0,018 0,097 
7 6,5| 0,029 0,377 3,1} 0,017 0,105 20 (—) 
8 6,9 0,031 0,428 2,9 0,016 0,093 1:0 
Y | 56,7 3.336% | 23,1 0,629¢, 
10 
Verh. d. 
Lymph- 2,45 (links) : 1 ‘rechts) 
menge 
Verh. d. 
Resorp. | 5,3 (links) : 1 (rechts) 
menge 


und gibt keine Reaktion aut Salzsiiure. Es ist also klar, dass die 
schwache Farbe des Blutplasmas der rechten Jugularvene, die man 
friiher gesehen hatte, von dem Einfluss der farbstoffhaltigen Lymphe 
aus Ductus lymphaticus dexter herriihrte, und dass die Kongorotlésung 
nicht direkt ins Blut, sondern ausschliesslich durch Lymphwege, und 
gwar durch Ductus thoracicus und Ductus lymphaticus dexter ins Blut 
beférdert wurde. 

Ganz Gleiches gilt auch fiir den Befund meiner friiheren Arbeit’ 
iiber die Resorption der Typhus- u. Paratyphusbazillen. Ich fand niimlich, 
dass die Paratyphus B-Bazillen, wenn intraperitoneal injiziert, ausser 
in der Lymphe des Ductus thoracicus stets auch im Blut gefunden 
werden, withrend Typhus- u. Paratyphus A-Bazillen nur in der Lymphe 


vorhanden sind. Ich yvermutete dabei, dass die Paratyphus B-Bazillen 
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Vers. 74. 2. II. 1924. 
Kaninchen 2 2,0 kg. 
Indirekte (Jugularis) Thoracicusfistel. Truncus mediastinobronchialis dext. 
unterbunden und abgeschnitten. 
4" (0/—1/ p.m. 20cem 17 Kongorotlés. i. perit. inj. 
Lymphe (links, milchig) Lymphe (rechts, klar) Blut 
ecm 26 (Konz.) % (Resorp.) com %o (Konz.) “oe Resorp. } * jug. dext. 
| / 
. | % HCl- 
10’ 1yY es 


(Konz.) Reak. 


2,5 0,003 0,038 0,2 0,002 0,002 0 (~) 
2,0 0,024 0,240 0,3 0,012 0,018 

2,5 0,028 0,350 0,1 0,042 0,021 0 | (~} 
2,6 0,062 0,806 0,2 0,045 0,045 | 

28 0,052 0,728 0,1 0,055 0,028 o | (-) 
2,9 0,056 0,812 0,2 | 0,075 0,073 

2,1 0,054 0,567 | O72 0,064 0,064 0 | (—) 
2,0 0,064 0,756 0,1 0,048 0,024 

2,2 0,064 0,704 0,1 0,045 0,023 0 (—) 
18 0,051 0,459 0,1 0,041 0,021 

pos yf 5,44022 1,6 0,319 2 | 


14,81 (links) : 1 (rechts) 
17,05 (links) : 1 (rechts) 


z.T. auch direkt in die Blutgefiisse durchdringen. Dies muss aber jetzt 
dahin erklirt werden, dass alle drei Bazillenarten trotz Offenbleibens 
des Ductus thoracicus nach aussen durch den Ductus lymphaticus 
dexter ins Blut gelangt sind; da aber Typhus- und Paratyphus A- 
Bazillen im Blut durch Alexin ganz schnell vernichtet werden (man 
vergleiche die Tabellen jener Arbeit), so entwickelten sie sich auf der 
Plattenkultur des Bluts nicht, wiihrend Paratyphus B-Bazillen, da sie 
sehr lange im Blut verharren und der Wirkung des Alexins trotzen, 
sich auf Plattenkultur des Bluts fippig entwickelten. Ikegami" in 
unserer Klinik hat bestiitigt, dass Paratyphus B-Bazillen auch von der 
thermostabilen, bakteriziden Substanz im Blut und in der Lymphe, im 
Gegensatz zu Typhus- u. Paratyphus A-Bazillen, nicht angegritien 


werden. 
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Tabelle 
Vers. Nr. , 
. 80. 28 IT. 1924. 
u. Datum | Vers. 80. 8. I. 1 
Vers. Tier Hund brun. 12,3 kg. 


’ Links direkte, rechts indirekte (Jugularis) Lymphfistel. 
Verfahren | 7" 5/—10’ p.m. 10 cem 1 2% Kongorotlés. i. pl., an der linken 
vord. Axill.l., in den 4. I. K. R. einfliessen lassen. 
Lymphe (links, milchig) Lymphe (rechts, klar) | Blut 


, . , a ‘ , af r . 
cem | 2 (Konz.) \2e (Resorp.) cem | 22 (Konz.) |¢é (Resorp.) V. jug. dext. 


Kersch. d. | as ' 
Farb.' 10/ 20/ |  % HCl- 

Nr | (Konz). | Reak. 
I 8,3 0,001 0,083 2,8 Spur 0 1:0 (—) 
2 11,6! 0,005 0,580 1,9 0,003 0,057 r:0 ) 
3 10,8; 0,004 0,432 #15) 0,003 0,045 1:0 (—) 
4 12,0 0,003 0,360 2] 0,002 0,024 r:0 (—) 
5 * 10,2; 0,005 0,510 2 0,004 0,048 1:0 ) 
6 10,1} 0,005 0,505 | 1,6 0,004 0,064 r:0 
7 9,0| 0,011 0,990 1,1 0,006 0,066 1:0 (—) 
8 10,0} 0,009 0,900 1,0 0,006 0,060 r:0 ) 
9 | 98} 0,012 1,176 1,9 0,006 0,114 1:0 (—) 
10 2,4| 0,017 2,108 1,6 0,006 0,096 r:0 = 
11 7,0} 0,022 1540 13) 0,007 0,091 1:0 ( | 
2 9,0 0,019 1,710 0,8 0,007 0,056 r:0 (—) 

120,2 10,8942 | 17,9 0,721 2 

Verh. d. | 

Lymph- 6,7 (links) : 1 (rechts) 

menge 

Verh. d. | 

Resorp. | 15,1 (links) : 1 (rechts) 

menge 


Jedenfalls wird aus meinen Experimenten verstiindlich, dass man 
bei der Beobaghtung der Resorption aus der Bauchhéhle nicht nur den 
Ductus thoracicus, sondern auch stets den Ductus lymphaticus dexter 


beriicksichtigen muss. 


IV. Die Lymphwege aus der rechten Pleurahohle. 


Ich will nun untersuchen, welchen Anteil an der Resorption aus 
der linken und der rechten Pleurahéhle die beiderseitigen Lymphge- 
fiisse haben. 

Die Ansichten hinsichtlich der Richtung der Lymphgefiisse aus 


den Pleurahéhlen gehen etwas auseinander. Manche Anatomen und 
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IX. 
Vers. 79. 27. JI. 1924. 
Hund | braun 12,0 kg. 
Links direkte, rechts indirekte (Jugularis) Lymphfistel. 
7" 460/—4Y p.m. l0cem 122 Kongorotlés. i. pl., an der rechten 
vord. Axill.]., in den 5. I. K. R. einfliessen lassen. 
Lymphe (links, milchig) Lymphe (rechts, klar) Blut 

ccm | % (Konz.) | % (Resorp.) | ccm 26 (Konz.) | 92 (Resorp.) | V. jug. dext. 

™ . 26 HCl- 

4 / } 

15 15 Konz.) | Reak. 

: | 
6,2 0,008 | 0,496 1,0 0,009 0,090 1:0 {) 
5,1 0,018 0,918 0,7 0,012 | 0,084 r:0 (-) 
5,7 0,022 1,254 0,9 0,022 0,198 1:0 (—) 
6,2 0,022 1,364 0,9 0,021 0,189 r:0 (—) 
5,3 0,021 1,113 0,8 0,020 0,160 1:0 (—) 
4,5 0,025 1,035 0,8 0,020 0,160 r:0 (—) 
44 0,024 | 1,056 0,8 0,019 | 0,152 1:0 fo} 
4,7 0,024 | 1,128 1,0 0,019 | 0,190 r:0 (—) 
4,1 0,018 | 0,738 0,9 0,017 | 0,158 1:0 (~) 
4,4 0,020 | 0,880 0,7 0015 | 0,105 r:0 iat 
4,3 0,018 | 0,774 0,7 0,012 | 0,084 1:0 (—) 
4,5 0,017 | 0,765 0,8 0,012 | 0,096 r:0 [<-} 
59,4 | 11,52122 | 10,0 1,6612% 


5,94 (links) : 1 (rechts) 


6,94 (links) : 1 (rechts) 


Physiologen scheinen zu glauben, dass die Lymphgefiisse der linken 
Thoraxwand zum Ductus thoracicus, die der rechten Thoraxwand aber 
simtlich zum Ductus lymphaticus dexter gehen. Als Beispiel dafiir 
werde ich Cunningham’s Siitze zitieren: ,, The thoracic duct is a 
vessel of small calibre but of great importance, for it conveys, to the 
left innominate vein, the whole of the lymph from the lower extremities, 
the abdomen (except that from part of the upper surface of the liver), 
the left side of the thorax (including the left lung and pleura and the 
left side of the heart), the left upper extremity, and the left side of 
the head and neck.” —,, The right bronchomediastinal trunk conveys 
lymph from the upper part of the right lobe of the liver, the right 
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Tabelle 





Vers. Nr. Vers. 75. 5. II. 1924. 
u. Datum 


Links indirekte (Jugularis) Lymphfistel, rechts der Truncus 
mediastinobronchialis unterbunden und abgeschnitten. 
12 10’—12/ p.m. 10cem 12% Kongorotlés. i. pl, an der linken 
vord. Axill.l., in den 4. I. K. R. einfliessen lassen. 


Vers. Tier | Kaninchen - 1,7 kg. 
| 
Verfahren | 


| Lymphe (links, milchig) Lymphe (rechts, milchig) Blut 


| cem | % (Konz.) 22 (Resorp.) cem 2% (Konz.) \92 (Resorp.)) V. jug. dext 


Ereh. d. a —o. 
Nr : ws - ll (Konz.) Reak. 

| 4,5 | 0,002 0,090 | 04 Spur | 0 

2 | 32) 0,006 0,192 | 0,2) 0,002 | 0,004 0 (—) 

3 | 6,5 0,005 0,325 | 0,3 0,003 0,009 

4 a 6,3 0,006 0,378 0,2 0,003 0,006 0 ( 

5 | 5,2 0,006 0,312 | 0,4 0,003 | 0,012 

6 2,5 0,006 0,150 | 0,4 0,003 | 0,012 

7 | 4,2) 0,004 0,168 | 0,3, 0,003 | 0,009 0 ) | 

. | 49) 0,003 0,147 | 0,3) 0,004 | 0,012 
) | 3,3 0,003 0,099 0,3 0,003 | 0,009 
10 2,8 0,003 0,084 | 0,3 0,002 | 0,006 

43,4 1,945% | 3,1 | 60,0792 | 

Verh. d. | 
Lymph- 14,0 (links) : 1 (rechts) 
menge 
Verh. d. 
Resorp. 24,6 (links) : 1 (rechts } 


menge | 





In der linken Pleurahéhle 7,0 cem 0,5 72 Loésung=55 22 der 
injizierten Flissigkeit, in der rechten 2,5cem 0,23 26 Lésung 

5,8 % ubrig geblieben. Pleura cortalis links giinzlich, rechts 
sehr wenig fleckenweise gef iirbt. 


side of the thorax, including the right pleura and lung and the right 
half of the heart, and, if a right lymphatic duct is formed it receives 
the lymph from the right side of the head and neck as well as the 
lymph carried by the right bronchomediastinal trunk.” 

Indessen sehen wir eine andere, obgleich nicht allzu klare Be- 
schreibung im Ellenberger’s*’ Handbuch der vergleichenden Anatomie. 
»Der Ductus thoracicus nimmt die Lymphgefiisse der Beckengliedmassen, 
der Brust-, Bauch- und Beckenwandungen, der Eingeweide, der linken 


Schultergliedmasse und der linken Hiilfte des Kopfes und des Halses 








ile 


| 
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a 
Vers. 76. 8. Il. 1924. 
Kaninchen 1,3 kg. 
Links indirekte (Jugularis) Lymphfistel, rechts der Truncus 
mediastinobronchialis unterbunden und abgeschnitten. 
2>0—I/ p.m. 10cem 126 Kongorotlés. i. pl., an der rechten 
vord. Axill.]., in den 4. I. K. R. einfliessen lassen. 
Lymphe (links, milchig Lymphe (rechts, klar) Blut 
ecm | 9(Konz.) | 9 (Resorp.)| eem % (Konz.) | 96 (Resorp.’ | V. jug. dext. 
2 HCl- 
aA } ~~ ve 
Mi a (Konz.) | Reak. 
3,0 0,001 0,030 0,1 Spur 0 
3,3 0,011 0,363 0,1 0,003 | 0,003 
2,8 0,014 0,392 0,1 0,007 0,007 0 = 
3,5 0,012 0,420 0,1 0,009 0,009 
1,7 0,012 0,204 0,1 0,011 0,011 0 (—) 
1,8 0,011 0,198 0,2 0,009 0,018 
1,9 0,011 0,209 0,1 0,008 0,008 0 
2,1 0,009 0,189 0,1 + 0,008 0,008 0 7 
1,7 0,010 0,170 0,2 0,009 0,018 
1,8 0,009 0,162 0,1 0,007 0,007 
23,6 2,337 22 1,2 0,089 24 


19,7 (links) : 1 (rechts 


26,2 (links) : 1 (rechtes 


In der rechten Pleurahéhle 8,0cem 0,5 22 Lésung=40 22 
der injizierten Flissigkeit, in der linken 0,8 ccm 0,1 24 
Lésung=0.8 ?2 ibrig geblieben. Pleura costalis rechts giinz- 
lich, links hie und da ein wenig gefiirbt. 


auf. Er entsteht am letzten Brutstwirbel aus der Lendenzisterne, Cisterna 
chyli.“ 4, Der Truncus lymphaticus dexter...... nimmt die Gefiisse 
der rechten Hiilfte des Kopfes und Halses und der rechten Schulter- 
gliedmasse und einige Lymphgefiisse der rechten Brustwand auf......“ 

In der fritheren Arbeit habe ich" gefunden, dass die Typhusbazillen, 
die in den rechten 5, Interkostalraum eines Hundes cingespritzt wurden, 
gerade wie bei der intraperitonealen Injektion, ausschliesslich in dem 
Ductus thoracicus erschienen, ohne dass eine einzige Kolonie im Blut 


gefunden wurde. 
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Ich nahm dasselbe Experiment wieder mit der Kongorotlésung vor. 
An 2 Kaninchen von annihernd gleichem Gewicht habe ich Thoracicus- 
fistel angelegt und folgende Versuche angestellt: 10 ccm 19% Kon- 
gorotlésung wurde mit dem Pneumothoraxapparat bei dem einen 
Kaninchen in den rechten, bei dem anderen in den linken 5. Inter- 
kostalraum an der vorderen Axillarlinie eingefiihrt. Gar kein Unter- 
schied ist zwischen den Anteilen vorhanden, die der Ductus thoracicus 
an der Resorption aus der linken und der rechten Pleurahdhle hat. 
Durch die Sektion, die etwa 5-10 Stunden nach der Injektion erfolgte, 
sah man, dass in der betreflenden Pleurahéhle noch viel Farbstofflésung 
iibrig geblieben war, dia Interkestalriiume, die Mediastini, besonders das 
hintere und das Centrum tendineum der injizierten Seite stark mit 
Farbstoff durchtrinkt waren. Die Pleurahdhle der anderen Seite 
enthielt auch etwas Fliissigkeit, aber die Menge und die Farbstoff- 
konzentration waren viel geringer. Die Interkostalriiume, und das 
Mediastinum dieser Seite waren dementsprechend nur sehr wenig 
ri fiirbt. Deshalb kann man es fir unméglich erkliiren, dass die in den 
rechten Pleuraraum eingetfiihrte Farbstcflésung erst nach der Wande- 
rung in die linke Pleurahéhe vom Ductus thoracicus resorbiert wurde. 

Die Versuche an Kaninchen und Hunden mit beiderseitiger Lymph- 
fistel zeigen, dass die Farbstoftkonzentration der rechten Lymphe bei 
der rechtsseitigen Injektion nicht héher als, sondern ebensogross wie 
die der linken Lymphe ist. Bei der linksseitigen intrapleuralen 
Injektion verhiilt sich die beiderseitige Lymphe ebenso. Der Ductus 
lymphaticus dexter nimmt also an der Resorption aus der rechten 
Plerahéhle viel weniger Teil, als man bisher gedacht hat (Tab. [X-X). 

Ich habe demnach klargestellt, dass die Lymphgefiisse des rechten 
Pleuraraums nicht zum Ductus lymphaticus dexter, sondern wie die 
des linken Pleuraraums und der Bauchhéhle ihren Weg hauptsiichlich 


zum Ductus thoracicus finden. 


Was sich aus allen obigen Versuchen ergibt, liisst sich so aus- 
driicken: die scharfe Begrenzung, dass die Lymphgefiisse der Bauch- 
und der linken Pleurahéhle ausschliesslich zum Ductus thoracicus, und 
die der rechten Pleurahéhle zum Ductus lymphaticus dexter ihren Weg 
finden, ist falsch. Vielmehr gehen die Lymphgefiisse sowohl von der 
Bauch-, als auch von der linken und der rechten Pleurahéhle ohne 
Begrenzung hauptsiichlich zum Ductus thoracicus und ein Teil zum 


Ductus lymphaticus dexter. 
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Zusammenfassung. 


1. Krystalloide Farbstcfflésungen werden aus der serésen Héhle 
durch die Blutbahn resorbiert. Diese Resorption ertolgt iiusserst schnell, 
wie gross auch die eingefiihrte Menge ist. ° 

2. Selbst Pulver solcher Farbstoffe wird auf analege Weise 
resorbiert, indem das lésende Medium vom Blut in die Peritonealhéhle 
ausgeschieden wird. Die Resorption geschicht deshalb etwas langsamer. 

3. Kolloidale Farbstofflésungen werden aus der serésen Hohle 
durch die Lymphbahn resorbiert. Diese Resorption geht zwar ziemlich 
viel langsamer und ungleichmiissiger als die durch die Blutbahn von- 
statten, aber der Quotient des reserbierten Anteils zur eingefiihrten 
Menge ist in weiten Grenzen konstant. 

4. Die Lymphgefiisse der Bauchhéhle werden nicht ausschliesslich 
vom Ductus thoracicus gesammelt, wie man meist denkt, sondern ein 
miissiger Teil auch vom Ductus lymphaticus dexter. 

5. Die Lymphwege der rechten Pleurahéhle sind nicht zum 
Ductus lymphaticus dexter, wie man bisher annahm, sondern gerade 
wie die der Bauch- und der linken Pleurahdhle, hauptsiichlich zum 
Ductus thoracicus gerichtet. 

6. Paratyphus B-Bazillen verharren sehr lange im Blut und 
trotzen der Wirkung des Alexins, wiihrend Typhus- u. Paratyphus A- 
Bazillen durch dessen Wirkung sehr rasch zugrundegehen. 
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Uber Cholesterinestersynthese im Organismus. 


Von 


DR. TOSHIHARU NOMURA. 
(SF fH A if) 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Yamakawa 
an der Tohoku Universitat zu Sendai.) 


I. Einleitung. 


In einer fritheren Arbeit’) habe ich dariiber berichtet, dass ein 
cholesterinesterspaltendes Ferment, die Cholesterase, in verschiedenen 
tierischen Organen weit verbreitet ist. Da die Ester auf diese Weise 
durch enzymatische Wirkung abgespaltet werden kénnen, so liisst sich 
analog bei den Fett- und Eiweissstoffwechseln ungezwungen erwarten, 
dass sie im Tierkérper aus ihren Komponenten wieder synthetisch 
aufgebaut werden kénnen. 

Untersuchungen iiber die Cholesterinestersynthese im Organismus 
sind, soweit mir bekannt, von Mueller” eingehend ausgefiihrt worden. 
Dieser Autor wies in seiner vortrefflichen Untersuchung nach, dass 
freies Cholesterin in Gegenwart von Fettsiituren und Pankreassuspension 
der Veresterung unterliegt. Da er aber dabei mit Cholesterinester 
und Pankreassuspension keinen reversiblen Vorgang beobachten konnte, 
vgerte er noch diese Wirkung des Pankreas mit Sicherheit fermenta- 
tiver Tiitigkeit zuzuschreiben. Ich aber hatte mich mit Untersu- 
chung der Cholesterase fiir sich beschiiftigt, wobei es mir, wie bereits 
erwihnt, gelang, das Vorkommen cholesteratischer Wirkung in ver- 
schicdenen Organen sicherzustellen. Warum Mueller und ich in diesem 
Punkt zu verschiedenen Resultaten gelangt sind, dariiber bin ich zur 
Zeit noch nicht in der Lage, Aufschluss zu geben. Doch glaube ich, 
dass der von mir seinerzeit verwendete Cholesterinester, der an Stelle 


einer von Mueller gewiihlten dligen Lésung, in Wasser fein suspendiert 
1) Nomura, T., Tohoku J. of Exp. Med., 1924, 4, 677. 
2) Mueller, J. H., J. of Biol. Chem., 1916, 27, 473. 
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worden war, wegen seiner guten Mischbarkeit zur Untersuchung im 
wisserigen Reaktionsmedium besonders geeignet ist. Bei dieser Sachlage 
diinkt es mir der Miihe wert, weitere Untersuchungen anzustellen, um 
die Frage iiber Cholesterinestersynthese und deren fermentativen Ver- 


lauf zu entscheiden. 


IL Versuchsmaterialien und -technik. 


Die Esterbildung aus Fettsiiuren und Cholesterin habe ich in 
vorliegender Arbeit in der Weise zu untersuchen versucht, dass ich 
die zu untersuchenden, fermenthaltigen Materialien mit den Substan- 
zn zusammen bebriitete, die die genannten Komponenten der Ester 
in sich enthalten oder liefern kénnen, und dann durch Windaus’sche” 
Methode die Menge des gesamten und freien Cholesterins bestimmte. 
In Fiillen erfolgreicher Esterbildung musste freies Cholesterin im 
Vergleich zu den Kontrollen, die ohne Bebriitung sofort gefillt, oder 
mit durch Hitze vernichteter Fermentlésung angestellt wurden, immer 
abgenommen werden, da sich Cholesterin selbstverstiindlich auf Kosten 
des freien nach dem gebundenen hin verschob. Die Menge des 
gesamten Cholesterins muss natiirlich in jedem Falle unveriindert 
befunden werden. Als fermenthaltige Materialien wurden verschiedene 
Organextrakte, und im Fall des Pankreas auch reiner Pankreassaft 
aus Fistelhunden verwendet. Ersteren wurden so zubereitet, dass 
frisch gewonnene Tierorgane durch die Hackmaschine getrieben, mit 
bestimmter Menge physiologischer Kochsalzlésung gemischt und nach 
langem Stehenlassen bei Zimmerwiirme koliert wurden. Als Fett- 
siiurenlieferer wurde hauptsiichlich Kuhmilch benutzt, da reine Neutral- 
fette bzw. Fettsiuren in den zu untersuchenden Fliissigkeitsgemischen 
schwer mischbar sind. Aus Kuhmilch spaltet Lipase, die im Pank- 
reassafte oder in den Organextrakten priiformiert vorkommt, im 
Laufe der Bebriitung Fettsiiuren ab, die sich dann in den Ver- 
dauungsgemischen dispers verteilen kénnen. Was nun Cholesterin, das 
zweite Komponent der Ester, betrifft, so wurde zu Beginn der Ver- 
suche Galle gebraucht, da Cholesterin, wie bekannt, in letzterer fast 
ausschliesslich in freiem Zustande vorkommt. Bei den meisten Ver- 
suchen wurden aber Suspensionen reinen Cholesterins in Wasser 
herangezogen, die man nach Porges und Neubauers® Verfahren 


leicht herstellen kann. 


3) Windaus, A., Zeitschr. f. physiol. Chem., 1910, 65, 110. 
4) Porges, O., u. Neubauer, E., Biochem. Zt., 1908, 7, 154. 
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Uber die Bestimmungsmethode des Cholesterins verweise ich auf 





meine friihere Arbeit. 


IIL Eigne Versuche. 


(1) Cholesterinestersynthese des Pankreassaftes 
und verschiedener Organextrakte. 


Da in meinen friiheren Versuchen der Gehalt an Cholesterase 
im Pankreas am reichlichsten gefunden war, habe ich in vorliegender 
Untersuchung bei einem entgegengesetzt wirkenden Ferment dasselbe 
Organ zuerst herangezogen. 

Eine Reihe sterilisierter Stehkélbchen von 200 cem Inhalt wurde mit je 20 cem 
im Verhiltnis von 1:2 verdiinnten Schweinepankreasextraktes, 30 cem gekochter 
Kuhmilch, und 15 ccm Schweinegalle beschickt, mit Gummipfropfen dicht verschlossen 
und gut durchgeschiittelt. Zur Kontrolle wurde eine andere Reihe derselben Mischung 
im Anfang aufgekocht. Um bakterieller Verunreinigung vorzubeugen, wurde den 
Proben in geniigender Menge Toluol beigemischt. Mit diesen Proben wurde die 
Cholesterinmenge bzw. sogleich, nach 6-, 9- und 12-tigiger Bebriitung nach Windaus 
ermittelt. Das Ergebnis ist in beifolgend2r Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Synthetische Wirkung des Pankreasextraktes. 


Versuch 1. 





Schweinepankreasextrakt (1:2 verdiinnt) 20,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 30,0 cem 
Schweinegalle 15,0 cem 
> Cholesterin | 
— frei gesamt F:G* 
(mg) (mg) 
1 Sofort gefillt 20,1 20,9 96 
2 Nach 6 Tagen gef. 14,5 31,2 68 
3 Gekocht, nach 6 Tagen gef. 20,1 21,0 95 
4 | Nach 9 Tagen gef. 14,3 21,0 68 
5 Gekocht, nach 9 Tagen gef. 20,3 20,6 99 
6 Nach 12 Tagen gef. 14,3 20,8 69 
7 Gekocht, nach 12 Tagen gef. 20,4 20,9 98 


*bedeutet das Verhiiltnis von freiem Cholesterin zum gesamten. 


Im Vergleich zur nicht bebriiteten Probe und den Proben mit 
aufyekochtem Extrakt wurde konstatiert, dass bei Proben mit aktivem 


Pankreasextrakt freies Cholesterin bedeutend abgenommen hatte. Das 
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Gesamtcholesterin blicb in den siimtlichen) Proben beinahe gleich, 
abgeschen von minimalen Schwankungen, die als Fehlergrenze betrachtet 
werden kénnen. Aus diesen Ergebnissen gelangt man schon zur 
Annahme, dass von Milehfett durch Pankreaslipase gelieferte Fettsiiuren 
gisammen mit freiem Cholesterin der Galle zu synthetischer Bildung 
von Cholesterinester gebracht worden waren. 

In einem zweiten und dritten Versuche wurde Hundepankreasextrakt mit Kuhmilch 


und Cholesterinsuspension bebriitet. 


Versuch 2. 


Hundepankreasextrakt (1:2 yerdiinnt 20,0 com 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (8,7 mg Cholesterin) 





Cholesterin 





Probe ‘ 
Nr. frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
‘ 
1 Sofort gefiillt 14,6 15,4 95 
2 Nach 6 Tagen gef. 8,4 15,4 55 
Versuch 3. 
Hundepankreasextrakt (2:1 verdinnt 20,0 cem 
Gekochte Kuhmileh 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (12,5 mg Cholesterin) 
Pooks Cholesterin : 
ie frei gesamt F:G 
(mg (mg) 
l | Sofort gefillt 19,9 22,2 95 
2 | Nach 6 Tagen gef. 8,0 23.2 35 


Da bei den Versuchen mit Pankreasextrakt die Eintfliisse verschie- 
dener anderer Organbestandteile, die unvermeidlich mit den Pankreas- 
fermenten zusammen in den Extrakt tibergehen, schwer auszuschalten 
sind, habe ich in den folgenden Untersuchungen an seiner Stelle mit 
Vorteil den Pankreassaft aus der kiinstlichen Fistel der Hunde gebraucht, 
um die wahren Vorgiinge der Darmverdauung wiederzugeben. Ferner 
wurde in diesen Versuchen Galle, die als cholesterinhaltiges Material in den 
vorangehenden Versuchen in verhiltnismiissig grosser Menge gebrauclit 
worden war, wegen ihrer komplizierten Bestandteile auch ausgeschaltet 
und an ihrer Stelle lediglich kiinstliche Cholesterinsuspensionen heran- 


gezogen. Mitunter wurde aber bei einigen Proben Hundegalle in kleinerer 
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Menge der Mischung hinzugesetzt, nicht wegen ihrem Cholesteringehalt, 
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sondern um irgend welche Einfliisse der Galle auf Estersynthese nach- 


guweisen, da bei Darmverdauung die Galle natiirlich immer an dem 


Reaktionsgemisch teilnimmt. 


Tabelle 


If. 


Synthetische Wirkung des Pankreassaftes. 


Versuch 
Hundepankreassaft 
Gekochte Kuhmilch 
Cholesterinsuspension 
Hundegalle* 


4. 


10,0 cem 
20,0 ccm 
10,0 ecem (15,7 mg Cholesterin) 


1,0 cem 








Probe 
Nr. 


*Sofort gefiillt 
*Nach 3 Tagen gef. 
*Nach 6 Tagen gef. 
Sofort gefillt 
Nach 3 Tagen gef. 
Nach 6 Tagen gef. 


Cholesterin 


frei gesamt F:G 

(mg) (mg) 

20,4 21,2 = «| 96 
4,9 21,0 23 
29 20,9 | 14 

19,7 20,5 96 

14,6 20,5 71 

14,0 20,4 69 


Hundegalle wurde bloss bei den Proben mit * zur Mischung hinzugesetzt. 


Versuch 
Hundepankreassaft 

Gekochte Kuhmilch 
Cholesterinsuspension 


Hundegalle* 


5. 


10,0 cem 
20,0 ccm 
10,0 cem (40,2 mg Cholesterin) 


1,0 ccm 








Probe 
Nr. 


om SS bo oe 


= 
oO 


*Sofort gefiillt 
*Nach 3 Tagen gef. 
*Nach 6 Tagen gef. 
Sofort gefiillt 
Nach 3 Tagen gef. 
Nach 6 Tagen gef. 

» (ohne Pankreassaft) 


Cholesterin 

frei gesamt | F:G 
(mg) (mg) 

3,7 44,2 99 
12,0 44,2 27 

8,8 44,1 20 
42,9 45,5 99 
29,4 43,2 68 
28,5 43,2 66 
42,8 44,4 96 


Hundegalle wurde bloss bei den Proben mit * zur Mischung hinzugesetzt 











328 T. Nomura 


Versuch 6. 





ITundepankreassaft 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 20,0 ccm 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (12,2 mg Cholesterin) 
Probe Cholesterin or 
Nr. frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
l Sofort gefiillt 15,1 15,8 | 96 
2 Nach 6 Tagen gef. 9,7 15,6 62 
3 Gekocht, nach 6 Tagen gef. 15,1 15,6 97 
: Nach 9 Tagen gef. 8,3 15,6 53 
5 Gekocht, nach 9 Tagen gef. 15,0 15,1 99 


Das Ergebnis der Versuche zeigte, dass Pankreassaft ebenso gut 
wie Pankreasextrakt Esterbildung aus Cholesterin und  Fettsiiuren 
hervorrufen kann. Diese Wirkung des Pankreassaftes wurde ferner 
durch eine kleine Menge Galle merklich verstiirkt, wie aus dem 
eklatanten Unterschied zwischen den mit und ohne Beimischung von 
Cialle ausgefiihrten Parallelversuchen bez. der Menge des an der 
Esterbildung nicht beteilicten, freien Cholesterins hervorgeht. Be- 
merkenswert ist noch, dass bei Proben ohne Gallenbeimischung der 
Vorgang der Esterbildung schon am dritten Bebriitungstage aufhérte, 
wihrend er bei Anwesenheit von Galle noch weiter fortschritt. 

Mit den folgenden Versuchen wollte ich weiter untersuchen, ob 
cinerseits anstatt der Kuhmilch eine Olivenélemulsion nach Kanitz’ 
oder Eigelbemulsion als Fettsubstrat und andererseits an Stelle des 
Pankreasextraktes oder -saftes ein Pankreaspulver nach Ha msik’ als ester- 


bildendes Ferment zur Cholesterinestersynthese verwendet werden kann. 


Tabelle IIT. 


Versuche mit Olivenédlemulsion als Fettsiiurenlieferer. 





; Versuch 7. 
Schweinepankreasextrakt (1:1 verdiinnt) 10,0 com 
Olivenélemulsion 2,0 ecm 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (22,1 mg Cholesterin) 
Pache Cholesterin ss 
Nr frei gesamt F:G 
(mg) ‘ mg) 
l Sofort gefiillt 27,2 28,1 97 
2 Nach 3 Tagen gef. 23,3 28,0 83 
a do. 21,8 28,1 78 


5) Kanitz, oe Zeitschr. f. physiol. Chem., 1905, 46, 484. 
6) Hamsik, A., Zeitschr. f. physiol. Chem., 1909, 59, 4. 
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Hauptversuch : 
Schweinepankreasextrakt 
Olivendlemulsion 
Cholesterinsuspension 
Schweinegalle 


Ss. 


verdunnt 


10,0 com 
» 

2,0 cem 
> 


10,0 cem (28,5 mg Cholesterin 


1,0 cem 





Cholesterin 














Probe a E:G 
Nr. frei gesamyt Ms 
mg ing) 
] Sofort gef iillt 37,9 39,2 97 
2 Nach 3 Tagen gef. 16,6 38,9 43 
3 do. 16,8 39.3 $3 
Kontrollyersuch : 
Derselbe Extrakt 10,0 ccm 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Choleste rinsuspension 10,0 cem (28,5 mg Cholesterin 
Schweinegalle 1,0 cem 
Probe Cholesterin 
Nr frei gesanit F:G 
Ing frig) 
l Sofort gefiillt 40,1 11,8 96 
3 Nach 3 Tagen gef. 9,7 41,8 33 
3 lo. 9 $1.5 =) 
Tabelle IV. 
, . = ‘ » = eae 
Versuche mit Eigelbemulsion als Fettsiiurenlieferer. 
a) 
Hauptversuch : 
Schweinepankreasextrakt (1:1 verdunnt 10,0 cem 
Eigelbemulsion (1:3 yerdiinnt 10,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (22,1 mg Cholesterin) 
Schweinegalle 1,0 com 
Probe Cholesterin ; 
Nr frei gesamt F:G 
mig ‘mgr 
I Sofort gefillt 61,7 65,6 94 
pe Nach 3 Tagen gef. 53,2 65,6 s1 
3 do. 52,8 64,6 x2 
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Kontrollversuch : 
Derselbe Extrakt 
Gekochte Kuhmilech 
Cholesterinsuspension 


Schweinegalle 


T. Nomura 





5,0 cem 
10,0 ccm 


10,0 cem (22,1 mg Cholesterin 


1,0 cem 





Cholesterin 








Probe Py = 7.G 
Nr. frel gesamt F:G 
(mg) mg) 

l Sofort gefiullt 26,9 28,1 96 
2 Nach ° Tagen gef. 22,6 37,3 83 
Tabelle V. 

Synthetische Wirkung des Pankreaspulvers. 

Versuch 10. 

. Schweinepankreaspulver 10 g 
Gekochte Kuhmilch 20,0 com 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (22,1 mg Cholesterin 
Schweinegalle 1,0 cem 
Piche Cholesterin . 
Nr. frei gesamt F:G 
(mg) (mg 
1 | Sofort gefiillt 29,1 31,3 | 93 
| 
2 | Nach 5 Tagen gef. 19,1 30,8 | 62 
| 
3 | do. 19,2 30,9 62 


Die Ergebnisse zeigten, dass Olivendlemulsion und Eigelbverdiin- 
nung auch an Stelle der Kuhmilch als Fettsiiuren lieferndes Material 
verwendet werden kénnen. Indessen ergibt sich aus Versuch 8, dass 
Kuhmilch im, Vergleich zu Olivenélemulsion als fettsiiurenlieferndes 
Substrat Durch den letzten Versuch wurde 


Hamsik mit Alkohol und Ather 


behandelte Trockenpriiparat des Pankreas ebenfalls zu diesem Zweck 


viel vorteilhafter ist. 


auch bewiesen, dass das nach 
brauchbar ist. 

Durch die oben ausgefiihrten Versuche ist nun festgestellt, dass 
die Bauchspeicheldriise ein cholesterinestersynthetisch wirkendes Ferment 
enthilt als Sekret 


In den folgenden Versuchen wurde weiter gepriift, ob Leber und 


in sich und zwar in die Darmroéhre ausscheidet. 


Darmschleimhaut auch Cholesterinestersynthese bewirken kénnen. 
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Tabelle VI. 


Synthetische Wirkung der Darmschleimhaut und Leber. 


Versuch 11. 


Schweinedarmschleimhautextrakt (2:1 verdiinnt) 10,0 cem 


Gekochte Kuhmilch 
Cholesterinsuspension 
Schweinegalle* 


20,0 cem 
10,0 cem (8,1 mg Cholesterin 
1,0 cem 





Probe 

Nr. 

l *Sofort gefillt 

3 *Nach 6 Tagen gef. 
3 *Nach 9 Tagen gef. 
4 Sofort gef. 

5 Nach 6 Tagen gef. 
6 Nach 9 Tagen get. 


Schweinegalle wurde bloss bei den Proben mit 


Versuch 12. 


Cholesterin 


frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 

18,6 19,2 97 
18,6 19,4 96 
18,5 19,7 94 
13,2 13,9 95 
13,1 14,0 94 
13,1 13,6 96 


zur Mischung hizugesetzt. 


Hundedarmschleimhautextrakt (2:1 verdiinnt) 10,0 cem 


Gekochte Kuhmilch 
Cholesterinsuspension 


10,0 cem 
10,0 cem (12,5 mg Cholesterin) 








Hundegalle* 1,0 com 
Probe Cholesterin , 
Nr frei gesamt F:G 
(mg) mg) 

] *Sofort gefillt 20,9 22,8 92 
2 ‘Nach 6 Tagen gef. 20,1 23,0 87 
3 Sofort gef. 16,6 18,8 88 
4 Nach 6 Tagen gef. 16,5 18,6 g9 


Hundegalle wurde bloss bei den Proben mit 


Versuch 18. 


ITundeleberextrakt (1:1 verdiinnt 
Gekochte Kuhmilech 
Cholesterinsuspension 


* zur Mischung hinzugesetzt. 


20,0 ecm 
20,0 com 
10,0 cem (12,5 mg Cholesterin) 








Probe 

Nr. 

1 Sofort gefillt 

2 Nach 3 Tagen gef. 


3 Nach 6 Tagen gef. 


Cholesterin 


frei gesamt F:G 
(ng mg) 

23,0 27,9 S4 
23,6 87 
25,6 SD 
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Die drei obigen Versuche der Estersynthese ficlen — siimtlich 
negativ aus. Aus diesen Ergebnissen erhellt, dass Leber und Darm- 
schleimhaut cholesterinestersynthetisches Vermégen nicht besitzen. In 
den oben angefiihrten Versuchen 11 und 12 nahm = auch Galle in 
geniigender Menge an dem Reaktionsgemisch teil. Der negative 
Ausfall der Estersynthese in diesen Versuchen erbringt also auch den 
Beweis, dass Galle selbst kein estersynthetisches Vormégen hat, obwoh! 
sie, wie in den vorangehenden Versuchen gezeigt wurde, das des 
Pankreassaftes betriichtlich verstiirkt. Nach alledem gelangt man zum 
Schluss, dass bei Darmverdauung die Estersynthese aus Cholesterin 
und Fettsiiuren durch den Pankreassaft bewirkt und in Gegenwart 
von Galle noch sehr beférdert wird. Dieser Befund — bestiitigt im 


ganzen die Angabe Muellers. 


(2) Einige EFigenschatten des estersynthetischen 


. Fermentes. 


Aus den Ergebnissen der vorangehenden Untersuchungen wurde 
sichergestellt, dass der Pankreassaft lediglich mit der cholesterinester- 
synthetischen Wirkung einhergeht. Dass sie auf cinem fermentativen 
Vorgang beruht, verriit schon ihre Labilitiit gegen Erhitzung, die in 
den Kontrollproben der obigen Untersuchungen immer beobachitet 
wurde. Im_ folgenden werden weiter die Ergebnisse ciniger Unter- 
suchungen angefiihrt, die die Fermentnatur dieser Wirkung noch 


sicherer feststellen sollen. 


(a2) Haltbarkeit des estersynthetischen Fermentes. 


Da bekanntlich Pankreaslipase im Vergleich zu Trypsin und 
Diastase ein |eicht vergiingliches Ferment darstellt, das schon nach 
kurzem Verweilen bei Bruttemperatur seine Wirksamkeit grosstenteils 
einbiisst, habe ich im Folgenden  versucht, ob sich auch beim chole- 
sterinestersynthetischem Ferment cine Analogie finden liisst. 

8 Kélbchen erhielten Pankreasextrakt in Menge von 10 cem. Zur Kontrolle 
wurde eine Probe dayon gekocht und eine andere frisch mit Verdauungsgemisch > 
Tage bebriitet und darauf wie iiblich analysiert. Von den iibrigen Kélbchen wurden 
zwei 3 Tage lang im Fisschrank, zwei andere 24 Stunden bei Zimmerwiirme (11°-18°C) 
und noch zwei andere 24 Stunden im Brutschrank (38°C) belassen. Nach Ablauf der 
Frist wurden die Kélbchen mit Verdauungsgemisch vyersetzt, bebriitet und wie iiblich 
analysiert. 
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Tabelle VII. 


Haltbarkeit des estersynthetischen Fermentes. ' 


Versuch 14. 





Schweinepankreasextrakt (1:1 verdinnt 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (16,9 mg Cholesterin 
Schweinegalle 1,0 cem 
Sebriitung 3 Tage 
Poche Vorbehandlung Cholesterin ; 
Nr des frei gesamt } F:G 
Extraktes (mg) (ma) 
1 Gekocht 23,6 24,8 95 
2 10,1 246 | 41 
3 3 Tage im 10,2 24.6 41 
4 Eisschrank 8,8 25,0 35 
5 24 St. bei 9,0 24,9 36 
6 Zimmertemp. 9,7 24,3 40 
7 24 St. im 22,8 24,1 95 
8 Brutschrank | 23,8 25,0 95 


Das in Rede stehende Ferment erwies sich als ziemlich vergiing- 
lich. Es leidet beim Verweilen im Brutschrank sehr schnell, wiihrend 
ein kurzer Aufenthalt bei Zimmerwiirme ihm keinen besonderen 


Schaden bringt. 


(b) Einfluss verschicdener Antiseptica. 


Bekannt ist, dass verschiedenc, bei Fermentuntersuchung — ge- 
briiuchliche Antiseptica nicht immer gegen die Enzyme selbst oder 
gegen den enzymatischen Vorgang indifferent sind. Wenn man also 
bei einer Fermentuntersuchung optimale Bedingungen erhalten will, 
so muss man immer auf die Auswahl dazu geeigneter Antiseptica 
achten. Im Hinblick auf diese Frage habe ich bei dieser Arbeit 
muniichst den folgenden Versuch angestellt und in Anbetracht seines 
Resultates bei jeder Untersuchung als Antiseptikum ausschliesslich 
Toluol gebraucht. 

Wie man aus den Ergebnissen sieht, brachten Chloralhydrat und 
Toluol als Antiseptikum immer gute Resultate, wiihrend Chloroform 
und Ather sich als ungeeignet erwiesen. Die Frage, ob letztere 
Substanzen hierbei auf das esterbildende Ferment direkt schiidlich 


wirken oder die innige Vermischung der Verdauungsgemische, insbe- 








334 T. Nomura 


e 


sondere der esterfiihigen Substanzen stéren, muss vorliufig noch 


dahingestellt bleiben. 


Tabelle VIII. 
Einfluss verschiedener Antiseptica. 


Versuch 15. 


Schweinepankreasextrakt (1:1 verdiinnt) 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 10,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (11,8 mg Cholesterin) 
Schweinegalle 1,0 ccm 


Mit einem verschiedener Antiseptica, wie in der Tabelle zusam- 


mengestellt wird. 











Bebriitung 3 Tage 
Probe Cholesterin —" 
Nr. Antiseptikum frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
I Thymol 1,5 g 13,6 18,5 74 
ChJoroform 6 cem 17,6 18,4 96 
3 Ather 6 ccm 17,0 18,4 92 
4 Ethylalkohol (9572) 6 cem 7,3 18,1 40 
5 Chloralhydrat (1022) 3 cem 7,9 18,0 41 
6 Toluol 6 cem 6,3 18,2 35 
7 Kontrolle (gekocht) 17,7 18,2 97 
Versuch 16. 
Schweinepankreasextrakt (1:1 yerdiinnt) 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 20,0 ecm 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (22,7 mg Cholesterin) 
Mit einem verschiedener Antiseptica, wie in der Tabelle zusam- 
mengestellt wird. 
Bebriitung 3 Tage 
Probe , Cholesterin ‘ 
Nr. Antiseptikum frei gesamt F:G 
| (mg) (mg) 
l Thymol 2 g 32,7 38,2 86 
2 Chloroform 8 cem 29,6 37,6 79 
3 Ather 8 ccm 28,9 37,7 77 
4 Alkohol absol. 8 cem 30,8 38,4 80 
5 | Chloralhydrat (1022) 4 ccm 20,8 37,9 55 
6 Toluol 8 cem 24,9 38,8 64 
7 Borsiure 2 g 27, 38,6 | 71 
8 | Kontrolle (gekocht) 37,4 38,7 73 
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(ce) Verhalten gegen Adsorbentien. 


10 ccm schwach sauer reagierenden Schweinepankreasextraktes wurden mit physio- 
logischer Kochsalzlésung aufs 10-fache verdiinnt, mit 20 g Tierkohle (Merck) resp. 
Kaolin (Kahlbaum) aufgeschwemmt und nach wiederholtem Aufschiitteln scharf 
abzentrifugiert. Der gesamte Bodensatz wurde mit Kochsalzlésung auf 100 ccm 
aufgeschwemmt. Klarer Abguss resp. Aufschwemmung des Bodensatzes wurde mit 
folgeendem Verdauungsgemisch versetzt und bebriitet. (Versuch 17) 

In einer zweiten Untersuchung wurden 10 cem neutralen Hundepankreasextraktes 
ums zehnfache verdiinnt, mit 20 g Tierkohle resp. Kaolin behandelt und abzentrifu- 
giert. Der gesamte Bodensatz wurde mit Kochsalzlésung auf 100 cem aufgeschwemmt. 
Mit dem klaren Abgusse resp. der Aufschwemmung des Bodensatzes wurde folgende 
Untersuchung vorgenommen. (Versuch 18) 

Bei einem dritten Versuch wurde Pankreassaft als Versuchsobjekt herangezogen. 
Der Saft wurde mit Adsorbentien im Verhiiltnis yon 5 cem: 1 g gemischt, wiederholt 
aufgeschiittelt und darauf abzentrifugiert. Der Bodensatz wurde mit Kochsalzlisung 


auf sein urspriingliches Fliissigkeitsvolum aufgefiillt. (Versuch 19) 


Tabelle IX. 


Verhalten gegen Adsorbentien. 


Versuch 17. 


Abguss resp. Aufschwemmung des Bodensatzes 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (23,7 mg Cholesterin) 
Schweinegalle 1,0 ccm 
sebriitung 3 Tage 











Cholesterin 


—_— Adsorbens frei gesamt F:G 
aa | | (mg) (mg 
1 Tierkohle Abguss 19,7 27,2 72 
2 ~ do. gekocht 25,3 27,4 92 
3 - Bodensatz 18,5 24,8 75 
4 9” do. gekocht 25,0 25,3 99 
5 Kaolin Abguss 25,3 26,0 97 
6 99 do. gekocht 25,5 26,3 97 
7 sis Bodensatz 12,9 26,7 4s 
8 Fe do. gekocht 26,4 26,7 99 
9 Kontrolle Originalextrakt 7,0 25,8 27 
10 ig do. gekocht 25,3 26,3 96 
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Versuch 138. 
Abguss resp. Aufschwemmung des Bodensatzes 10,0 com 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (19,7 mg Cholesterin 
Hundegalle 1,0 cem 
Bebrutung 3 Tage 
es Cholesterin 
ie Adsorbens frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
1 Tierkohle Abguss 11,2 22,4 50 
2 A do. gekocht 21,8 22,6 96 
} ~ Bodensatz 18,5 21,7 85 
4 - do. gekocht 21,4 21,7 99 
5 | Kaolin Abguss 21,0 21,7 97 
6 - do. gekocht 21,2 22,2 95 
7 ” Bodensatz 15,5 22.3 70 
8 ” do. gekocht 21,9 22,2 99 
9 Kontrolle Originalextrakt 3 22,4 15 
10 ws do. gekocht 21,8 22,6 96 
, 
Versuch 19. 
Abguss resp. Aufschwemmung des Bodensatzes 5,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 20,0 ccm 
Cholesterinsuspension 10,0 ccm (19,0 mg Cholesterin 
Hundegalle 1,0 ccm 
Bebriitung 3 Tage 
Probe Cholesterin = 
a Adsorbens frei gesamt | F:G 
| (mg) (mg) | 
I Tierkohle Abguss 20,7 21,2 98 
3 - do. gekocht 20,8 21,7 96 
3 9” Bodensatz 9,5 22,2 43 
4 a do. gekocht 21,4 22,6 95 
5 » Kaolin Abguss 20,0 21,2 99 
6 - do. gekocht 20,9 21,7 96 
7 i. | Bodensatz 9,8 21,7 45 
8 _ | do. gekocht 21,2 22,4 95 
9 Kontrolle Originalsaft 5,0 22,0 23 
10 a do. gekocht 21,4 22,6 95 
Aus den Ergebnissen geht hervor, dass das in Rede stehende 
Ferment sowohl an Tierkohle als auch an Kaolin ging und, wenn 
der Bodensatz mit Verdauungsgemisch bebriitet wurde, wieder als 
’ 
wirksames Ferment in Freiheit gesetzt wurde. Dieser Charakter 
_ 
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wurde bei der Untersuchung mit reinem Pankreassaft 


Weise demonstriert, wiihrend 


in 


den Fiillen der Pankreasextrakte das 


20° 
ovoid 


in typischer 





Ferment auch in den Abgiissen der Tierkohle gefunden wurde. 











in 
(d) Optimale Reaktion der Estersynthese. 
Tabelle X. 
Optimale Reaktion der Estersynthese. 
Versuch 20. 
Schweinepankreasextrakt (1:1 verdiinnt) 10,0 com 
Gekochte Kuhmilch 10,0 ccm 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (19,7 mg Cholesterin) 
Schweinegalle 1,0 cem 
Puflergemisch 20,0 cem 
sebriitung 3 Tage 
Probe ss Cholesterin ' 
Xr. Essig. /Azet. Py frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
1 5,00 : 15,00 52 | 92 . 23 | 36 
2 7,50 : 12,50 5,0 15,0 25,4 | 59 
3 11,25: 8,75 4,8 15,3 25,3 60 
7 4 16,88: 3,12 4,6 21,1 24,7 85 
5 | Ohne Puffergemisch 10,1 24,6 41 
6 | do. gekocht 23,6 24,7 96 
Versuch 21. 
Schweinepankreasextrakt (1:1 verdiinnt) 10,0 com 
Gekochte Kuhmilch 20,0 cem 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (25,5 mg Cholesterin) 
Schweinegalle 1,0 ccm 
Puffergemisch 20,0 ccm 
Bebriitung 3 Tage 
Probe Cholesterin af ae 
We IT/I PO, Pu frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
| 
1 | 18,70: 1,30 7,8 34,5 39,1 } 88 
2 18,00: 2,00 7,6 34,5 38,9 89 
3 | 17,00: 3,00 74 | 9337 33,9 | 87 
le 4 15,50: 4,50 | 7,2 , 39,1 82 
mS 
n 5 | 18.95: 6,75 70 | 28,7 33,9 | 74 
ls 6 9,87 : 10,13 68 | 27,2 39,1 | 70 
7 4,81: 15,19 6,6 | 17,0 38,9 44 
oT 8 | Kontrolle (gekocht) | 34,5 39,2 88 
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Versuch 22. 


Schweinepankreasextrakt (1: 1 verdiinnt) 10,0 cem 
Gekochte Kuhmilch 10,0 ccm 
Cholesterinsuspension 10,0 cem (22,1 mg Cholesterin 
Schweinegalle 1,0 cem 


Puffergemisch 20,0 ccm 


Bebriitung 3 Tage 





Cholesterin 


ny Essig./ Azet. Pry frei gesamt F:G 
(mg) (mg) 
l 19,20: 0,60 3,2 31,7 33,5 95 
2 18,72: 1,17 3,5 31,6 33,2 95 
3 17,76: 2,22 3,8 30,4 33,2 92 
4 16,00: 4,00 4,1 28,1 33,2 85 
5 13,32: 6,66 4,4 27,0 33,0 82 
6 10,00 : 10,00 4,7 26,7 33,0 $1 
7 6,66 : 13,52 5,0 22,0 33,2 66 
s 4,00 : 16,00 5,3 | 22,2 33,5 66 
9 2,22: 17,76 5,6 22,5 bdo 68 
10 "2,37 :16,72 5,9 |} 229 33,7 68 
1] 0,60 : 19,20 6,2 23,3 32,1 73 
2 0,30 : 19,20 6,5 23,7 32,8 72 
13 Kontrolle (gekocht) | 31,6 33,5 94 


Zu diesem Versuche habe ich wie ublich Azetat- und Phosphatgemische als Puffer 
benutzt. Die Mischungen einer M/3-I und -II Natriumphosphat- und M- Essigsiiure- 
und -Natriumazetatlésung in bestimmten Mengenverhiiltnissen, deren Pyj—-Werte” in den 
obenstehenden Tabellen wiedergegeben wurden, wurden den Verdauungsgemischen 


hinzugesetzt und die simtlichen Proben 3 Tage lang bebriitet. 


In den zwei ersten Versuchen wurden die Versuchsserien wegen 
Mangel an Materialien nicht vollkommen beschickt, deswegen wurden 
die Proben in einem Versuch hauptsiichlich siiurewiirts, in einem 
anderen dagegen alkaliwiirts verschoben. Aber aus den Ergebnissen 
dieser Versuche kann man schon bemerken, dass das Wirkungsoptimum 
dem Neutralpunkt sehr nahe liegt. Durch den letzten Versuch 
wurde die Liicke der Serien genau ausgefiillt. 

Stellt man die Ergebnisse der Versuche zusammen, so scheint die 
Estersynthese beim Zusatz eines Puffergemisches, dessen Py in einer 
Breite zwischen 5,0 und 6,6 liegt, ihr Wirkungsoptimum zu haben. 
Beim Zusatz eines Puffergemisches mit cinem Wasserstoffexponenten 
unterhalb 4,7 und oberhalb 6,8 scheinen die Bedingungen fiir Esterbil- 


7) Michaelis, L., Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, 183 u. 187. 
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dung immer ungeeigneter zu werden. Uber den wahren Wert der 
optimalen Reaktion kann man aber in den vorliegenden Versuchen mit 
komplizierten Verdauungsgemischen wie Organextrakt und Kuhmilch 
ohne direkte Messung mit Hilfe von Potentiometer oder Gaskette natiirlich 


nichts Bestimmtes aussagen. 


Schluss. 


(1) Im Pankreassaft oder -extrakt kann man cin Ferment nach- 
weisen, welches Cholesterinester aus seinen Komponenten aufzubauen 
vermag. Dies fehlt in Leber und Darmschleimhaut. 

(2) Die estersynthetische Wirkung des Pankreassaftes wird in 
Gegenwart einer kleinen Menge Galle stark beférdert. 

(5) Das Ferment erweist sich als ziemlich vergiinglich ; beim 
Verweilen in Bruttemperatur biisst es schon binnen 24 Stunden sein 
Vermégen vollstiindig ein. 

(4) Das Ferment kann durch Tierkohle oder Kaolin adsorbiert 
und wieder reversibel werden. 

(5) Optimale Reaktion der Estersynthese liegt in der Niihe des 
Neutralpunktes, 














Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


IX. Mitteilung. 
Uber die Kaolin-adsorbierbarkeit der Serumprotease 
und Antiprotease. 


Von 


DR. SHUZO KIMURA. 
(A eH WE =) 


(clus der medizinischen Klinik von Prof. S. Yamakawa der 


Kaiserlichen Universitat zu Sendai.) 


I. Einleitung. 


’ 

Es ist von manchen Autoren beobachtet worden, dass Meerschwein- 
chenserum durch einfaches Digerieren mit einigen unspezifischen 
Substanzen, wie Kaolin, Taleum, Agar, Stiirke u. dgl cin Gift 
hervorrufen kann, das nach den Ejigentiimlichkeiten seiner Entstehung 
und Wirkung als Anaphylatoxin anzusprechen ist (Sachs u. Ritz,’ 
Bordet2’ Nathan, Bronfenbrenner®). Uber die Art und 
Weise der Giftbildung waren aber nur Andeutungen gegeben, dass 
dabei entweder antagonistische Faktoren climiniert werden, welche 
eine priiformierte Giftsubstanz des Serums larvieren, oder das Gift 
durch Abbau  unspezifischer Serumbestandteile entsteht, fiir dessen 
Eintritt die Entfernung antagonistisch wirkender Einfliisse massgebend 
wire (Nathan, Sachs u. Ritz). Bronfenbrenner wollte sie 
ausschliesslich ‘dadurch erkliiren, dass Serum durch Kaolinwirkung 
seines Antitrypsins beraubt und infolgedessen von der priiformierten 
Serumprotease zur Selbstverdauung gefiihrt wird. Ob dabei Serum 
wirklich verdaut wird, das wurde indessen von all diesen Autoren 
nicht analytisch untersucht. 

1) Sachs u. Ritz, Berl. klin. W., 1911, 48, 987. 

2) Bordet, Compt. rend. Soc. Biol., 1913, 74, 227 u. 877. 

3) Nathan, Z. f. Immunititsforsch. u. Exp. Therapie, 1913, 17, 478; 1913, 18, 


4) Bronfenbrenner, J. of Exp. Med., 1915, 21, 480. 
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Plaut” machte die Beobachtung, dass die Abderhalden’sche 
Reaktion bei verschiedenen Psychosen mitunter positiv ausfiel, wenn 
er die Sera statt mit organischen Substraten mit Kaolin, Kieselguhr, 
Taleum oder Bariumsulfatpulver behandelt hatte. Aus diesem 
Ergebnis zog er den Schluss, dass die genannten anorganischen, nicht 
abbaufiihigen Substanzen die gleiche Rolle wie Organstiicke spiclen 
kénnen. Die Beurteilung dieses Ergebnisses ist allerdings dadurch 
erschwert, dass die verwendeten Sera dabei nicht durch Vordialyse 
von ihren priiformierten dialysablen Substanzen befreit wurden, die 
sonst, wie bekannt, bei empfindlicher Ninhydrinprobe manchmal 
Fehlerquellen liefern kénnen. 

Im Gegensatz zu dieser Auffassung, dass durch Einwirkung der 
Adsorbentien dem Serum scin antiproteatischer Faktor entzogen und 
es zur Selbstverdauung wachgerufen wird, sprach Yamakawa" auf 
Grund seiner <Azetonierungsmethode seine Ansicht dahin aus, dass 
Serumprotease leicht an anorganische Adsorbentien geht, wobei aber 
Antiprotease in den Abgiissen bleibt. 

Dass manche Fermente durch Einwirkung der Adsorbentien weg- 
genommen werden, ist von vielen Fermentforschern festgestellt worden. 
Was den antiproteatischen Faktor anlangt, so teilten neuerdings 
Pfeiffer und Standenath” ihren Befund mit, dass Antitrypsin des 
Schwangerenserums, im Gegensatz zu Fermenten, in) nachweisbaren 
Mengen nicht an Tierkohle geht. 

Da die Adsorbierbarkeit mancher Stoffe bekanntlich vor allem von 
der Menge der Adsorbentien und der Verdiinnung des Reaktionsmediums 
stark abhingig ist, so kénnten die divergicrenden Befunde oben 
genannter Autoren auf der Verschiedenheit dieser Faktoren in den 
von ihnen gewiihlten Versuchsanordnungen beruhen. Dieser Umstand 
veranlasste mich, die Frage von neuem in Angriff zu nehmen, indem 
ich das Verhalten der Serumprotease und ihres Antagonisten bei 
verschiedenen Mengen des Adsorbens und Verdiinnungen des Mediums 
systematisch untersuchte. 

Ausser den genannten Faktoren kann natiirlich die H-Ionenkon- 
zentration des Reaktionsmediums beim Adsorptionsvorgange — eine 
grosse Rolle spielen. Da aber einerseits die genannten Autoren thre 


Untersuchungen in der gewodhnlichen Reaktion des Serums ausgefiihrt 


5) Plaut, Miinch. med. W., 1914, 61, 238. 
6) Yamakawa, J. of Exp. Med., 1918, 27, 711. 
7) Pfeiffer u. Standenath, Fermentforschung, 1923, 7, 14. 
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hatten und andererseits die Serumprotease selbst nach der Unter- 
suchung von Okubo” gegen Verschiebungen der H-Ionenkonzentration 
jenseits der schmalen Breite um den Neutralpunkt sehr empfindlich 
sein soll, so liess ich in vorliegender Arbeit die Untersuchung iiber Ad- 


sorbierbarkeit bei kiinstlicher Anderung der H-Ionenkonzentration weg. 


II. Kann Autolyse des Serums durch Kaolinbehandlung 
ausgelost werden ? 


Zu seinem Versuch verwandte Plaut” etwa 0,05 g¢ Kaolin (mit 
Lottel gemessen) zu 1,5 cem Serum. Das gleiche Verhiiltnis brauchte 
auch Bronfenbrenner™ zur Hervorbringung des Anaphylatoxins. 

Unten werde ich beim Gebrauch dergleichen kleinen Mengen 
Kaolin den von Plaut durch Dialysierverfahren erhobenen Befund mit 
der bei uns iiblichen quantitativen Untersuchungsmethode nachpriifen. 

4 Reihen Proben yon nicht yerdiinntem Hundeserum wurden mit absteigenden 
Mengen Kaolin (je 0,5, 0,4, 0,5, 0,2 und 0,1 g zu 10 cem Serum) versetzt, gut auf- 
geschiittelt und pnter Toluol resp. 16, 24, 48 und 72 Stunden lang bei 37°C belassen. 
Am Ende dieser jeweiligen Zeit wurden die Verdauungsgemische mit Hilfe kolloidaler 
Eisenlésung enteiweisst und nach Van Slyke auf ihren Amino-N-Gehalt hin bestimmt. 
Von den gefundenen Amino-N-Mengen wurde die einer Kontrollprobe, bei der die 
Mischung ohne Bebrittung sofort analysiert worden war, abgezogen und alle unten 


tabellarisch zusammengestellt. 
Tabelle I. 


Autolyse der mit Kaolin behandelten Normalsera. I. 


Serum mit Kaolin zusammen bebriitet. 





Amino-N (mg) 


Probe Serum Kaolin 
Bebriitungsdauer (Stunden) 

Nr. (com) (s) 16 24 48 72 
1 10 0,5 +0,143 —0,071 —0,082 0,000 
2 10 0,4 0,000 0,000 | +0,134 +0,143 
3 10 0,3 0,000 —0,071 —0,043 +0,071 
4 10 0,2 +0,071 0,000 | +0,062 +0,028 
5 10 0,1 +0,114 +0,071 + 0,062 +0,157 
6 10 0 0,000 0,000 +0,062 +0,143 


8) Okubo, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, 103. 
9) Plaut, Minch. Med. W., 1914, 61, 238, 
10) Bronfenbrenner, J. of Exp. Med., 1915, 21, 480. 
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In einem zweiten Versuche wurde dicselle Versuchsancrdnung 
angewandt, nur abgesehen davon, dass Serum ver Kaolinzusatz mit 


destilliertem Wasser auf die Hilfte verdiinnt wurde. 


Tabelle II. 


Autolyse der mit Kaolin behandelten Nermalsera. I. 


Serum mit Kaolin zusammen bebritet. 





Amino-N (mg) 


Probe Serum* Kaolin 
3ebriitungsdauer (Stunden) 

Nr. (eem) \g 16 24 48 72 
1 20 0,5 +0,070 | +0,031 +0,001 +0,199 
2 20 0,4 —0,046 | +0,031 | +0,071 | +0,199 
3 20 0,3 0,000 — 0,046 +0,071 +0,144 
4 20 | 0,2 + 0,070 —0,046 | +0,085 | +0,185 
Bey 20 0,1 —0,014 | +0,031 | +0,099 | +0,227 
6 20 0 + 0,049 0,032 +0,071 | +0,173 


*Serum 1:2 verdiinnt 


Wie die Tabellen zeigen, wird Scrumautolyse durch Pcbriitung 
genuinen Serums kei Gegenwart ven Kaolin nicht hervergerufen 


geringe Schwankung der Aminc-N-Mengen bei 


Die nachgewicsene 
den einzelnen Prcben kann natiirlicdh als Fehlergrenze betrachtet 
werden. Also cer Padlund Plauts wurde durch dicse Versuche 
nicht bestiitigt. 

In cbigen Versuchen wurde Kaolin) nach der von Plaut 
gewithlten Anordnung bei der Pebriitung im Verdauungsgemisch 
belassen. Also man kann die Méglidhkeit nicht ausschliessen, dass 
die gebildeten Spaltpredukte sich infelge der Adscrpticn von Kaolin 
z. T. unseres Nachweises entagen haten. Bronfenbrenner hatte 
bei sonst gleicher Versuchsanordnung Kaolin vor der Bebriitung aus 
dem Verdauungsgemisch entfernt. Dicser letztere Wee wurde in den 


zwei folgenden Versuchen eingeschlagen. 


Eine Menge nicht verdiinnten Serums wurde mit absteigerden Mengen Kaolin (im 
Verhiltnis von bezw. 0,5, 0,4, 0,8, 0,2 und 0,1 g zu 10 com Serum) versetzt. _ Die 
Gemische wurden unter gelegentlichem Aufichiitteln 16 Sturden im Eiskasten aufle- 
wahrt und nach Ablauf der Frist scharf abzentrifugiert. Je 10 ccm der Abgisse wurden 
unter Toluol resp. 16, 24, 48 und 72 Sturden bebriitet und wie oken weiter analysiert. 
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Tabelle III. 


Autolyse der mit Kaolin behandelten Normalsora. ITT. 


Serum von Kaolin getrennt bebriitet. 





Amino-N (mg) 


Probe Serum Kaolin 5 
Bebriitungsdauer (Stunden) 

Nr. (cem) (g) 16 °4 48 72 si 
10 0,5 | — 0,067 0,000 + 0,067 +0,067 

2 10 0,4 0,000 + 0,067 + 0,067 -+ 0,067 

3 10 | 0,3 | —0,134 +0,067 +0,067 + 0,067 

4 10 0,2 | 0,000 + 0,067 0,000 | +0,067 

a 10 0,1 | + 0,067 + 0,067 + 0,067 + 0,067 

6 | 10 0 | +0,067 | +0,067 + 0,067 +0,067 


Derselbe Versuch wurde mit auf die Hiilfte verdiinntem Hundeserum angestellt. 
Die Fliissigkeitsmenge der Proben wurden natiirlich ums Doppelte vermehrt. 


Tabelle TV. 


Autolyse der mit Kaolin behandelten Normalsera. TV. 


Serum von Kaolin getrennt bebriitet. 





Amino-N (mg) 








Probe Serum* | Kaolin | - ; a) Seare = 
| Bebriitungsdauer (Stunden) 
Nr. ecm) | (g) | aa 16 [ “94 | 4s (| i 
= - oe ek at ne ee ae | tis 7 
| 2 | o5 | +0063 | —0,125 | +0,005 | +0,027 
2 | 20 04 | +0,203 | — 0,000 +0,004 | +0,167 
24 20 03 | 0,000 —0,026 —0,206 | —0,087 
4 | 20 | 02 | 0,000 | +0,030 0,276 | —0,044 
5 | 20’ 0,1 +0,221 | —0,056 | +0,130 | +0,167 
6 | 20 0 | +0,038 | +0,184 | —0,066 | +0,167 


*Serum 1:2 verdiinnt. 


Aus beifolgenden Tabellen sieht man mit fortschreitenden Be- 
briitungstagen hie und da etwas vermehrte Spaltprodukte. Dieser 
Befund beweist aber niemals durch Einfluss des Adsorbens hervor- 
gerufene Serumautolyse, da die Amino-N-Vermehrung von den 
Kaolinmengen unabhiingig zu Tage trat. Im grossen und ganzen 


konnte ich bei den in diesen Versuchen verwendeten, verhiiltnismiissig 








n 
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kleinen Mengen keinen besonderen Einfluss des Adsorbens auf die 
Serumautolyse nachweisen. 


IIL. Einfluss der Kaolinbehandlung auf die Serumprotease. 


Yamakawa’ machte in cinem Versuch, in welchem er infolge 
Vordialyse ums Zweifache verdiinntes Meerschweinchenserum — mit 
verschiedenen anorganischen Adsorbentien im Mengenverhiiltnis von 
10 cem zu 5 ¢ behandelte und die Abgiisse durch seine Azetonier- 
ungsmethode und Dialysierverfahren auf Serumprotease priifte, die 
Beobachtung, dass das Ferment an die Adsorbentien geht. Unten 
werde ich mit verschiedenen Mengen Kaolin und verschiedenen 
Serumverdiinnungen diesen Befund nachpriifen. Zur Bestimmung der 
Spaltproduktenmenge wurde in diesen Versuchen die Van Sly ke’sche 
Methode wieder herangezogen. 

Frisches ITundeserum wurde mit destilliertem Wasser ums Dreifache verdiinnt und 
mit abnehmenden Mengen sterilisierten Kaolins versetzt. Das Mengenverhiiltnis in den 
einzelnen Proben wurde in beifolgender Tabelle zusammengestellt. Nach wiederholter 
Aufschiittelung wurde jede Mischung kriiftig zentrifugiert. Mit einem Teil der klaren 
Abgiisse wurde der N-Gehalt nach Kjeldahl bestimmt und die infolge Adsorption 
verloren gegangene Eiweissmenge jeder Probe kontrolliert. Die iibrigen Abgiisse wurden 
nach Anweisung von Yamakawa mit Azeton behandelt, um Serumprotease in aktiven 
Zustand iiberzufiihren. Mit gleichen Teilen yon je 50 ccm derart behandelten Serums 
wurde der Amino-N-Gehalt sofort und nach 5 Tagen Bebriitung (Toluol als Antiseptikum) 
nach Van Slyke bestimmt. 


Tabelle V. 
Autolyse der mit Kaolin behandelten und nachher 


aktivierten Sera. I. 





i . eo Se Amino-N (mg) 

Probe | Serum*(cem): | Eiweissgehalt ’ B 

| des Serums | 8 
ohne nach 3- 
| 





4 a ; nach K aolin- tigiger Differens 
Nr. Kaolin (g) | behandlung (22) sebriitung sebriitung 
iene ——| tie ts 
= 15:7 | 1,56 | 0,570 | 0,619 0,049 
2 15:5 1,70 0,570 1,128 0,558 
s | 15:3 | 1,92 0,570 | 2428 1,853 
4 15:1 1,95 0,570 | 3,130 | 2,560 
5 15: 0,5 1,99 0,557 | 3,966 2,809 
6 | ohne Kaolin- | 2,06 0,570 3,433 | 2,863 
|  behandlung 


*Serum 1:3 verdiinnt. 


(11) Yamakawa, J. of Exp. Med., 1918, 27, 711. 
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Ein zweiter derart gestalteter Versuch wurde mit einem noch stiirker verdiinnten 
Serum (1:6) ausgefuhrt, da das Adsorptionsvermégen bekanntlich von der Verdiinnung 
stark abhiingig ist. Genuines Serum wurde in simtlichen Proben am Ende der Azeton- 
behandlung und Dialyse 1:8 verdiinnt. 


Tabelle VI. 
Autolyse der mit Kaolin behandelten und nachher 
aktivierten Sera. IT. 





Amino-N (mg) 


Probe | Serum*(ccm) : | Eiweissgehalt ; 
des Serums e 
| nach Kaolin- ohne nach 3- Diff 

Nr. on | behs  farr | tuigiger Jifferenz 

r wlin (g | behandlung (2) | Bebriitung | Bebritung | 
me } ' ait : 

1 30:15 0,54 | 0,394 0,453 0,059 
2 30:10 0,64 | 0,407 0,686 0,279 
” 30:5 0,74 0,394 0,686 0,292 
4 30:1 0,94 | 0,475 0,968 | 0,493 
d ohne Kaolin- | 0,98 | 0,454 2,402 | 1,968 


behandlung 


*Serum 1:6 yerdunnt. 


Wie man aus den Tabellen ersieht, sind die Spaltprodukte der 
Serumautolyse bei mit Kaolin behandelten Seren geringer als_ bei 
nicht behandeltem, und zwar in ersteren Fillen desto geringer,7je 
mehr Kaolin dabei in Anwendung gebracht wird. Zur Erklirung 
dieser Erscheinung kommen zwei Moglichkeiten in Betracht. Ent- 
weder wird dabei die Serumprotease selbst durch elektive Adsorption 
dem Serum entrissen oder die geringere Ausbeute beruht auf ver- 
minderter Substrateiweissmenge infolge Kaolinbehandlung. Die Ab- 
hiingigkeit der Spaltproduktenmenge von der Konzentration des Sub- 
strates wurde schon von Okubo™ ausfiihrlich untersucht. Man kann 
also hierbei natiirlich den Einfluss der verminderten Substratmenge 
auf die Verdauyng nicht ohne weiteres ignorieren. In diesen Ver- 
suchen ist aber der Unterschied an Spaltproduktenmenge verhiiltnis- 
miissig immer zu gross, als dass man ihn Iediglich mit letzterer 
Moelichkeit erkliren kénnte. Man muss also annehmen, dass die 
genannte Erscheinung der Hauptsache nach von elektiver Kaolin- 
adsorption des Enzyms herriihrt. 

In den oben angefiihrten Versuchen wurden die Sera erst nach Kaolinbehandlung 


durch Azeton aktiviert. In den zwei folgenden Versuchen wurden die Sera zuerst 


aktiviert und dann mit Kaolin behandelt. Dazu wurde Hundeserum mit destilliertem 


12) Okubo, Tohoku J. of Exp. Med., 1924, 5, 71. 
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Wasser ums Doppelte verdiinnt und durch Azeton aktiviert. Am Ende der Azeton- 
behandlung und Dialyse wurde Serum im Versuch VII aufs Vierfache und im Versuch 
VIII aufs Sechsfache verdiinnt. Kaolinbehandlung und weitere Versuchsancordnung 


gestalteten sich ebenso wie bei den vorigen Versuchen. 


Tabelle VII. 


Einfluss der Kaolinbehandelung auf die Autolyse 


aktivierten Serums. [. 





*-¢ 7 ° Amine -N mg 
Probe aktiviertes Eiweissgehalt 
Serum*(cem) : des Serums = 
. ge ohne nach 3- 
nach Kaolin- reser se Diffevens 
Nr. | Kaolin (g) behandlung (72) ugige ew 
8) _ _ Bebrutung Bebrutung 
| 
l | 20:10 0,75 0642 0,642 0,0 
2 | 20:5 | 1,05 0,642 0,714 0,072 
3 | 20:1 1,56 0,642 1,356 . 0,714 
4 | ohne Kaolin- | 1,74 0,571 1,784 1313 
} 
| behandlung | 


*Serum 1:4 yerdiinnt. 


Tabelle VIII. 


Einfluss der Kaolinbehandlung auf die Autolyse 


aktivierten Serums. IT. 





Amino-N | mg) 


Probe aktiviertes Eiweissgehalt = 
Serum*(cem) : des Serums ‘i 
er ohne nach 5- 
nach Kaolin- tigteer Differenz 
Nr. Kaolin (g) behandlung (22) : ae ‘ ‘ 
Bebriitung Bebritung 
1 | 30:15 0,39 0,716 0,716 0,0 
2 30:10 0,54 0,716 0,716 0,0 
3 30:5 0,81 0,716 0,716 0,0 
4 30:1 1,07 0,716 1,218 0,502 
is) ohne Kaolin- 1,19 0,645 2,507 1,862 


behandlung 


*Serum 1:6 vyerdiinnt. 


Die Ergebnisse der zwei letzten Versuche stimmten im wesentlichen 
mit denen der ersten iibercin,,indem die Spaltprodukte mit steigender 
Kaolinmenge immer geringer werden und das Adsorptionsvermégen 
durch Verdiinnung immer verstirkt wird. Serumprotease wird also 


durch Kaolinbehandlung betriichtlich adsorbiert, und dieser Befund 


bestiitigt vollkommen die Yamakachwa’se Beobachtung. 
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IV. Verhalten des antiproteatischen Faktors des 
Serums gegen Kaolinbehandlung. 


Um zu priifen, wie sich die antiproteatische Substanz des Serums 
bei Kaolinbehandlung verhilt, wurden die drei folgenden Versuchen 
nach der Anordnung Yamakawas™ in der Weise angestellt, dass 
man die mit Kaolin vorbehandelten Sera auf durch Azetonierung 
aktiviertes, der Autolyse fiihiges Serum wirken liess. 

Zur Ilerstellung der Kaolinsera wurde je 5 ccm Hundeserum zuerst mit Wasser 
ums Dreifache verdinnt und mit absteigenden Mengen Kaolin (8, 4, 2 und 1 g) gemischt. 
Nach gutem Aufschutteln und Stehenlassen wurden die Mischungen abzentrifugiert. 
FEiweissgehalt der Abgiisse wurde nach K jeldahl bestimmt, um den Eiweissyerlust 
durch Adsorption zu kontrollieren. 40 cem durch Azetonierung aktivierten Hundeserums 
(10 cem genuinen Serums entsprechend) wurden je 0,75 cem der Kaolinseren (0,25 cem 
genuinen Serums entsperchend) hinzugesetzt und unter Toluol 3 Tage bebriitet. Als 
Vergleichsprobe wurde ferner 1 ccm ¥0-fach verdiinnten Pankreassaftes mit je 0,75 ccm 

a - ‘ : aeedele 
derselben Kaolinseren vereinigt, eine Stunde lang bei 37°C stehen gelassen und dann 
unter Zusatz von 15 cem 1022-iger Nutroselésung ebenfalls 3 Tage bebriitet. Nach 
Ablauf der Frist wurden die simtlichen Proben nach Van Slyke auf ihren Amino- 
N-Gehalt hin bestimmt. Von den gefundenen Werten wurden die durch sofortiges 
Fiillen bestimmten Kontrollzahlen abgezogen, welch letztere in den Verdauungsgemischen 


priiformierte Amino-N-Mengen darstellten. 





Tabelle IX. 


Antienzymatische Wirkung der mit Kaolin behandelten 
Sera auf die Serumautolyse und Trypsinverdauung. I. 





—_— Herstellung Eiweissgehalt Amino-N (mg) 
der Kaolinsera. des Serums 
7 oe % weniin. iit 
Nr. Serum* (ccm): | nach Kaolin- | ee on Irypsin 
Kaolin (g) behandlung (22) ‘ verdauung 
] 15:8 1,27 1,819 1,602 
2 5:4 1,46 1,810 1,115 
3 15:2 1,61 1,819 1,115 
4 15:1 1,69 1,819 1,115 
5 ohne Kaolin- 1,84 1,819 1,115 
behandlung 
6 ohne Serum- 2,326 11,662 
zusatz 


*Serum 1:3 verdtinnt. 


In einem zweiten Versuch wurde die Verdiinnung des Serums zur Herstellung der 


Kaolinsera auf 1:6 gesteigert. Das so verdiinnte Serum wurde mit: Kaolin im Ver- 


(13) Yamakawa, J. of Exp.M ed., 1918, 27, 689. 
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hiltnis von 30 ccm zu resp. 15, 10, 5 und 1 g gemischt und abzentrifugiert. 1,5 ccm 


jedes Abgusses (0,25 g ccm genuinen Serums entsprechend) wurden mit 40 ccm aktivierten 
Hundeserums versetzt und ebenso wie beim obigen Versuch weiter untersucht. 


Tabelle X. 


Antienzymatische Wirkung der mit Kaolin behandelten Sera 
auf die Serumautolyse und Trypsinverdauung. IT. 





7 Herstellung Eiweissgehalt Amino-N (mg) 
Probe esr : | B 
der Kaolinsera. des Serums | = 
. Serum* (ccm): nach Kaolin- . Trypsin- 
Nr — agg tl ger ag é . P _ YI 
. Kaolin (g) behandlung (22) | Serumautol yse verdauung 
1 30:15 0,65 1,985 1,558 
2 30:10 0,69 1,699 1,416 
3 30:5 0,84 1,699 1,416 
4 30:1 0,93 1,699 1,204 
5 ohne Kaolin- 0,99 1,345 1,204 
behandlung 
6 ohne Serum- 2,682 8,497 
zusatz 


*Serum 1:6 verdiinnt. 


In einem dritten Versuch wurde die Verdiinnung des Serums yor Kaolinzusatz 
noch yverstirkt bis 1:10. Das Verhiltnis des so verdiinnten Serums zu Kaolin wurde 
gleich 50 cem zu resp. 25, 20, 15 und 10 g gesetzt. 2,5 ccm jedes Abgusses (0,25 ccm 
genuinen Serums entsprechend) wurden als zu priifende Kaolinsera benutzt. 


Tabelle XI. 


Antienzymatische Wirkung der mit Kaolin behandelten 
Sera auf die Serumautolyse und Trypsinverdauung. ITI. 





Probe Herstellung Eiweissgehalt | Amino-N (mg) 
der Kaolinsera. des Serums - —— 
. serum* (eem) : ach Kaolin- | « Trypsin- 
Nr Serum* (cem) : nach Kaolin ee Trypsin 
Kaolin (g) behandlung (22) ‘ verdauung 
1 50 : 25 0,11 1,286 1,714 
2 50: 20 0,17 1,072 1,429 
3 50:15 0,22 1,072 1,000 
4 50:10 0,37 0,929 0,857 
5 ohne Kaolin- 0,54 0,929 0,857 
behandlung 
6 ohne Seruni- 1,357 10,216 
zusatz 





*Serum 1:10 verdiinnt 
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Bei Darchsicht der Ergebnisse der drei oben angefiihrten Ver- 
suche begreift man, dass Serumautolyse sowie Trypsinverdauung durch 
Serumzusatz merklich gehemmt wurden, also der hemmende Faktor 
des Serums durch Kaolinbehandlung im allgemeinen nicht oder nur 
weniz beeinflusst wird. Bei Anwendung einer sehr grossen Menge Kaolin 
und besonders bei gleichzeitiger starker Verdiinnung beobachtet man 
mitunter Abschwachung der hemmenden Kraft des Serums. Im 
letzteren Falle findet man allerdings eine durch Adsorption bedingte 
starke Reduktion des Eiweissgehaltes, was natiirlich eine Herabsetzung 
aller an Serumeiweisskirper gebundenen Funktionen bewirken muss. 

Nach alledem wurde aus den Ergebnissen vorliegender Untersuch- 
ungen festzestellt, dass dor antiproteatische Faktor des Serums in 
einer von Yamakawa verwend>ten Sorumverdiinnung und Kaolin- 
menge (2-fach verdiinntes Serum zu Kaolin gleich 10 cem:5 g) 
garnicht bezinflusst wird, worauf er mit Recht hingewiesen hatte. 
Umsomehr konnte ich die Annahm2 von Plaut und Bronfen- 
brenner nicht bestitigen, dass man unverdiinntem Serum mit einer noch 


viel kleineren Menge Kaolin seinen antitryptischen Faktor entzichen kann. 


Zusammenfassung. 2 


1. Autolytisches Ssrumferment wird von Kaolin leicht adsorbiert. 
2. Antiproteatischer Faktor des Serums geht dagegen nicht 
nachweisbar an Kaolin iiber. 

3. Serumautolyse kann durch Kaolinbehandlung nicht hervor- 


gerufen werden. 














Uber die durch sog. Nierengifte hervorgerufenen 
Veranderungen extrarenaler Gefassfunktion. 


Von 


MASARU NAITO. 
A he YR) 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. T. Kato, an der 
Kaiverl. Universitat zu Sendai.) 


Einleitung. 


Durch die neuerdings iiber Blutveriinderungen bei Nicrenkranken 
angestellten Untersuchungen sind deren abnormer Wasser- und Salzstoff- 
wechsel, sowie die Verschiedenheit dieser Anomalie je nach dem 
Verlauf und den Arten der Krankheit bedeutend geklirt worden. 

Dass bei édematisen Nierenkranken stets Hydriimie vorkommt, 
haben Stzinting und Gumprecht,” Veil? und Thannhauser” 
anerkannt, wiihrend W6lfing”® sie manchmal vermisst und Non- 
nenbruch sagt, dass sich neben Hydriimie auch Bluteindickung 
zeigen kann. Diese Hydriimie im édematésen Stadium soll im 
Entwiisserungsstadium zunehmen (Veil?) oder unveriindert bestehen 
bleiben (W6lfing) und erst nach dem Riickgang des Odems Blutein- 
dickung (Veil, W®lfing*) zustande bringen oder wie zuvor 
bestehen bleiben oder in dem Falle, bei welchem im Anfang Blutein- 
dickung vorlag, im Entwiisserungsstadium erst Hydriimie entstehen 
(Nonnenbruch’). Nach Veil? kann bei arteriosklerotischer 
Schrumpfniere relative Bluteindickung eintreten und auch nach 
Aderlass stellt sich Hydriimie schr verspiitet ein. 

Von der Blutveriinderung beim Wasserbelastungsversuch nimmt 
Siebeck™ an, dass im dédematisen Stadium eine die Diurese nicht 
begleitende Bluteindickung und im Stadium nach Entwiisserung eine 
Blutverdiinnung mit Diurese zum Vorschein kommt, wiihrend N on- 
nenbruch der Ansicht ist, dass im édematisen Stadium unabhiingig 


von Diurese eine Bluteindickung oder -verdiinnung cintritt. 
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Injiziert man nun einem hydropischen Nierenkranken eine hyper- 
tonische Traubenzuckerlésung intravenés, so soll nach Biirger und 
Hagemann” das Blut verdichtet und das Plasma relativ vermindert 
werden, welches Verhalten dem beim Gesunden gerade entgegengesetzt 
ist. Adler sagt, dass die Hydriimie, welche bei echter arterioskle- 
rotischer Schrumpfniere oder akuter anhydropischer Nephritis nach 
intravendser Injektion einer hypertonischen Traubenzuckerlésung eintritt, 
nicht so lange wiihrt, wie bei typischer essentieller Hypertonie. Bei 
Purindiurese sah Veil? bei hydropischen Nierenkranken im Gegensatz 
zum Gesunden eine Blutverdiinnung auftreten. 

Ferner hat Nonnenbruch”  bestiitigt, dass bei hydropischen 
Nierenkranken bei einer an Kochsalz und Wasser reichen Kost von 
diesen beiden Stoffen eine mehr als notwendige Menge im Kérper zu- 
riickgehalten wird und bei kochsalzreicher Trockenkost keine Ent- 
Wiisserung stattfindet. Nach Magnus-Alsleben™ sollen bei chroni- 
scher Nephritis sowohl per os verabreichtes Wasser wie auch intra- 
vends injizierte Salzlésung im Organismus zuriickgehalten werden, 
aber bei akuter Nephritis nur letztere prompt ausgeschieden werden. 
Thannhauser” sagt, dass das Kochsalzniveau des Blutes des Kran- 
ken bei Odemstarre, anders als das der Gesunden und Kranken nach 
der Entwiisserung, weder durch kochsalzarme Diiit unter die Norm 
herabgesetzt, noch durch einmalige Kochsalzbelastung iiber die Norm 
gesteigert wird, ein Verhalten, welches dem bei Gesunden und Kran- 
ken nach der Entwiisserung entgegengesetzt ist. Veil sagt, dass bei 
rein epitheliarer Nierenstérung auch bei schwerer Wasser- und Koch- 
salzeliminationsstérung das Blut seine normale Zusammensetzung 
behiilt, dass bei Glomerulonephritis mit Odem eine hyperchloriimische 
Plethora eintritt, ferner dass bei anhydropischer Nierengefiisskrankheit 
keine grosse Salzbewegung parallel der Wasserbewegung vor sich geht 
und endlich dass bei anhydropischer Uriimie und Sublimatvergiftung 
Hypochloriimie auftritt. 

Durch was fiir Funktionsstérungen diese verschiedenartigen Stoff- 
wechselanomalien hervorgerufen werden, durch rein extrarenale (N on- 
nenbruch”'”) oder durch koordinierte renale und extrarenale (‘Tha nn- 
hauser’) oder durch je nach den Krankheitsarten verschiedene 
(Veil), ist eine heute noch offene, wichtige Frage, deren Lésung erst 
viele experimentelle Studien méglich machen werden. 

Zunichst will ich hier einen kurzen Riickblick auf die experimen- 
tellen Studien iiber dies Gebiet werfen. Nach Bence” soll bei 
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nierenlosen Kanichen eine Wasserretention mit hydriimischer Plethora 
auftreten, nach Nonnenbruch'”’ bei entnierten zwar letztere vorkom- 
men, aber eine Blutmengenvermehrung durch intravenés _injizierte 
Ringer-, Ringer-Gummi- oder Ringer-Gelatinlésung und ihre Aus- 
gleichung sich nicht anders verhalten, als bei gesunden, nach Schmidt 
und Schlayer™ bei nephrektomierten oder ureterotomierten die Aus- 
gleichung nach intravenés injizierter hypertonischer oder hypotonischer 
Kochsalzlésung linger verzégert werden, als bei gesunden, und damit 
das Blut abnorm wasser- und salzreich werden, nach Iversen und 
Hausburg™ bei thyreoidektomierten nierenlosen eine viel gréssere 
Chlormenge bei intravenéser Injektion einer 109¢-igen Kochsalzlésung 
ins Gewebe abstrémen, als bei nierenlosen, aber nicht thyreoidektonier- 
ten. Boycott” hat gefunden, dass von den Kochsalzlésungen, uran- 
nephritischen Kaninchen bei Anurie intravends eingespritzt, eine 0,9 %6- 
ive oder 0,45°5-ige verzégert, aber eine 1,8 %6-ige beschleunigt das Blut 
verlisst. Schmidt und Schlayer" sagen, dass bei “Chromnieren- 
Kaninchen mit Anurie eine Wasser- und Salzanhiiufung im Blute durch 
intravends infundierte hypo- oder hypertonische Kochsalzlésung in glei- 
cher Weise erfolet, wie bei mechanischer Nierenausschaltung, aber ihre 
Ausgleichung bedeutend friiher als bei letzterer eintritt, wiihrend bei 
Arsen-, Cantharidin- und Urannieren-Kaninchen, sich die Fiihigkeit, 
Wasser und Salz in der Blutbahn zu behalten, verliert und daher die 
Salzinfusion keinen Einfluss zeigt. Benee™ will bei Urannieren-Kanin- 
chen bei anfiinglicher erhéhter Diurese Bluteindickung und erst bei 
Anurie Hydriimie haben auftreten sehen. Underhill und Wake- 
mann” bemerken, dass bei tartratnephritischen Kaninchen die Blut- 
volum-und Blutchloridvermehrung durch Infusion einer 0,9 24-igen Koch- 
salzlésung dasselbe Verhalten zeigt, wie bei gesunden, aber die Chloraus- 
scheidung spiiter erfolgt. 

Blutveriinderungen durch Purindiuretica zeigen nach Spiro” und 


Nonnenbruch,”” soleche durch Novasurol nach Bohn*” keinen Unter- 
schied zwischen entnierten und gesunden Kaninchen. 

Aus den oben erwiihnten experimentellen Studien liisst sich ver- 
muten, dass von den verschiedenartigen Stoffwechselanomalien wenigs- 
tens ein Teil durch extrarenale Funktionsstérungen entsteht, wobei die 
Gefiissschiidigung im Sinne der Cohnheim-Lichtheim’schen Theorie” 
eine grosse Roll spielt. Denn nicht nur die sogenannten vasculiiren 
Nierengifte, wie Cantharidin, Toxine, Schlangengifte und Arsen, sondern 


auch die tubuliiren Nierengifte, wie Chrom, Sublimat und Uran miissen 
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als allgemeine Gefiissgifte angesehen werden. Ikeda“? hat bestitigt, 
dass auch die tubuliren Gifte Glomerulusschidigungen hervorrufen, und 
Magnus,” dass mit Arsen vergiftete Kapillarendothelien gegen Fliissig- 
keit, auch Freund,” dass sie gegen Eiweiss abnorm durchliissig sind. 
Nach Bornstein und Kerb” hat ein Wasser- und Kochsalzdepot im 
Gewebe bei Sublimat-, Uran- und Cantharidinvergiftungen seine jedem 
Gitte cigentiimliche Lokalisation. Boehr,” Dunner und Siecgtried™ 
nehmen an, das PohWsche Krankheitsbild,” durch Uranvergittungen 
hervorgerufen, sei einer Schiidigung des Gesamtorganismus zuzuschreiben. 
Diese Tatsachen bestiitigen die oben geiiusserte Vermutung. 

Auch von klinischer Seite wird die Erforschung der extrarenalen 
Funktionsstérungen hoch geschiitzt. Kylin® erklirt die akute diffuse 
Glomerulonephritis fiir cine primiire diffuse Gefiissattektion. O. Miiller” 
nimmt dabei an, dass die Kapillaren eine morphologische Verinderung 
zeigen. Dabei konnten ebenfalls Morawitz- und Denecke,”” auch 
Giinsslen uhd Miiller®? eine Veriinderung der Durchliissigkeit der 
Kapillaren bestiitigen. 

Um nun auf experimentellem Wege genau zu erkennen, was fiir 
Funktionsstérungen die sogenannten Nierengifte beider Arten (tubuliir 
und glomeruliir) auf das gesamte Gefiisssystem direkt ausiiben, habe ich 
vorliegende Versuche ausgefiithrt, welche cinen Beitrag liefern sollen zur 
Erkenntnis der Frage, wie viele der durch diese Gifte bedingten nephri- 
tischen oder nephrotischen Erscheinungen extrarenal entstehen oder einer 


Schiidigung des allgemeinen Kapillarsystems zuzuschreiben sind. 


Versuchsmethode. 


Um zu erfahren, was fir Funktionsstérungen Nierengifte direkt 
auf die extrarenalen allgemeinen Gefiisse ausiiben, wurde bei Kaninchen 
beiderscitige Nigrenexstirpation yvorgenommen, worauf ich manchen der 
‘Tiere Gitte, anderen aber keine injizierte und die bei ihnen erfolgten 
Veriinderungen der Durchliissigkeit der Gefiissendothelien —miteinander 
verglich : Nach beiderseitiger Nierenexstirpation bei Kaninchen, der 
ich sogleich subkutane Injektion ciner bestimmten. Dosis jedes Nieren- 
giftes folgen liess, injizierte ich den Tieren 6, 24, 48 Stunden spiiter u.s.f. 
bis zum ‘Tode cin Mal nach dem anderen cine bestimmte Menge (2,5 


com pro kg Kérpergewicht) hypertonischer (10%-iger) NaCl-Lésung 


rasch (innerhalb 5 Minuten), und untersuchte dadurch hervorgerufene 


Veriinderungen des Blutes und, studierte vergleichend die Unterschiede 
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bei 1. nierengesunden, 2. nephrektomierten, 3. nach Nephrektomie mit 
vaskuliiren Nicrengiften (Cantharidin, Habugift, Diphtherietoxin, Arsen) 
vergifteten, 4. nach Nephrektomic mit tubuliiren Nicrengiften (Chrom , 
Sublimat, Uran) vergifteten. 

Die Blutveriinderungen betreffend, bestimmte ich in der ersten Ven- 
suchsreihe das ganze Plasma- und Blutvolum gleich yor und nach der 
Injektion der Kochsalzlésung, 40 und 80 Minuten darnach, in der zwei- 
ten Reihe den Himoglobin-, Scrumeiweiss- und Serumchloridgehalt vor 
der Injektion, 10 Minuten, 1, 3 und 6 Stunden darnach. 


Die Bestimmung des Hiimoglobingehaltes erfolgte mittelst Autenrieth-K énigs- 
berger’schen Kolorimeters, die des Serumeiweissgehaltes mittelst Pulfrich’schen 
Eintauchrefraktometers nach dem Vorschlage yon Reiss” und die des Serum- 
chloridgehaltes nach Rusznak’scher*’) Methode. Die Plasmavolumbestimmung 
geschah nach der Kongorotmethode, wobei im allgemeinen der modifizierte Vorschlag 
yon Feringa und Creveld*) angenommen wurde. Das Blutvolum wurde wie tiblich 
aus dem gefundenen Plasmavolum und der Ifimatokritzahl ausgerechnet (Rowntree 
und Geraphthy,* Griesbach* etc). Die Plasmayolumbestimmung unmittelbar 
vor und nach der Kochsalzinjektion wurde unter Nachahmung des Handgriffes yon 
Barach, Mason und Jones* yorgenommen, weil ich bestiitigen konnte, dass bei 
Kaninchen das intrayenés eingefuhrte Kongorot die Blutbahn nicht binnen sechs Minuten 
verlisst. Ferner fuhrte ich, falls die Bestinmungen in kurzer Zeit wiederholt wurden, 
sie nach Smith* aus. 

Die Versuchstiere wurden yom zweiten Tage nach dem Beginn des Versuches an 
in hungerdem Zustand untersucht. Das Blut wurde der A. femoralis entnommen, die 
auf einmal entnommene Menge betrug nicht mehr als 2 ccm. Daher nahm ein 
einmaliger Versuch mit Kochsalzinjektion in der ersten Versuchsreihe ca. 14 ccm, in 
der zweiten ca. 10 ccm Blut in Anspruch. Die Tiere in der ersten Versuchsreihe 


waren im allgemeinen kurzlebiger als die in der zweiten. 


I, Versuche an gesunden Kaninchen. 

Die Priifung des Verlaufes der Blutveriinderungen, welche bei ge- 
sunden Kaninchen durch rasche intravendse Injektion hypertonischer 
(102%4-iger) Kochsalzlésung bewirkt wurden, ergab bei der ersten wie 
bei den nachfolgenden Injektionen dasselbe Resultat : Das Plasmavolum 
“und damit das Blutvolum wurde gleich nach der Injektion erheblich 
“vermehrt, um dann allmihlich abzunehmen und nach ca. 40 Minuten 
normal zu werden. Dieses Verhalten, wie es Tabb. I-II und Fig. 1* 

* Der Vereinfachung halber stellen alle Tabellen in dieser Arbeit die Daten in 
Durchschnittszahlen yon zwei bis fiinf Fiillen der betreffender Versuche dar. Die 
Kurven in allen Figuren (ausgenommen Fig. 2) zeigen Prozentsiitze der Durchschnitts- 
werte des Plasma- und Blutvolumens oder des Chlor- u. Eiweissgehaltes des Serums 
nach jeder Salziniektion in den betreffenden Versuchen gegeniiber denen unmuittelbar 


vor der ersten Injektion. 
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zeigen, ist dem Ergebnis der Versuche iilnlich, welche Barach, Mason 


und Jones 


Verlauf der 


Tabel 


an Menschen anstellten. 


le I. 


 eriinc erungen des asma- un suTVvOlumMS Nach einma iger 
V 1 gen des Pl 1 Blutvol } ] 


Injektion hypertonischer Kochsalzlésung. 


Volumzahl im cem pro 100 g Kérpergewicht. 





No. d. Vor d. | 2/ nach 10’ nach20’ nach30’ nach60’ nach 
Kanin-| Datum In- d. In-  d. In- | d. In- | d. In- | d. In- 
chens jektion  jektion | jektion | jektion | jektion | jektion 
‘ eV IT/22 Plasmayol.| 4,55 6,70 6,26 
’ “| Blutvol. 8,36 | 11,60 11,10 
4 6/VII-/23 Plasmavyol. 4,68 6,62 0,59 
» ~ - 
Blutvol. 7,80 10,61 9,54 
5 IS/VIT~722 Plasmayol., 4,03 6,01 27 
”» * ~ | 
' Blutvol. 6,91 9,75 7,46 
5 15/VIL23 Plasmavol. 4,36 6,01 4,36 
slutvol. 6,90 9,02 6,76 


Tabell 


II. 


Prozentige Veriinderungen des Plasma-, Blutvolums und Hiimoglobingehaltes 


nach wiederholter Salzinjektion. 


(Anfangswert als 100 genommen). 





Plasms 


avolum 











2’ vor d. 2’ nach d. 40’ nach d. | 80% nach d. 
Injektion Injektion Injektion Injektion 
1. Injektion 100,0 163,6 103,0 101,9 
2. Injektion 103,3 165,2 103,2 102,0 
3. Injektion 109,1 181,8 113,1 113,2 
Blutvolum 
2’ yor d. 2’ nach d. 40’ nach d. 80’ nach d. 
m. _ Injektion Injektion Injektion _ Injektion _ 
1, Injektion 100,0 98,3 100,2 
2. Injektion 87,8 85,3 84,5 
3. Injektion 91,5 86,4 86,7 
Himoglobinzah] 
7 ; Vor d. 10’ nach d. 1" nach d. | 3" nach d. | 6" nach d.— 
Injektion Injektion Injektion Injektion Injektion 
1, Injektion 100,0 99,5 95,5 95,5 | 96,0 
2. Injektion 91,8 88,7 87,7 88,7 87,8 
3. Injektion 83,7 77,7 77,7 77,7 74,8 
2. Injektion: 18 Stunden nach der 1. Injektion. 
2. Inektion: 24 Stunden nach der 2. Injektion 
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Der Chlorgehalt des Serums vermehrte sich gleich nach der Injek- 
tion bedeutend, war wiihrend langer Zeit darnach im allgemeinen zur 
Abnahme geneigt, verminderte sich aber nicht erheblich. Der prozen- 
tige Eiweissgehalt des Serums zeigte gleich nach der Injektion eine be- 
deutende Abnahme, welche darnach lange Zeit hindurch bestehen blicb, 
aber gewissermassen zur Norm neigte. Das Versuchsresultat itiber den 
Serumeiweissgehalt stimmt mit dem von Levy” iiberein, wie sich aus 


Fig. 2 ersehen liisst. 
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Dann sind die Blutveriinderungen gleich nach der Kochsalzinjektion 
inbezug anf Zunahme des Plasma- und Blutvolums oder prozentigen 
Chlorgehaltes und auf Verminderung des prozentigen Eiweissgehaltes 
individuell mehr oder weniger verschieden, aber im grossen und ganzen 
dieselben ; ferner von dem Durchschnittswert aus betrachtet, zeigen sie 
sich bei jeder wiederholten Injektion im grossen und ganzen in gleicher 
Stirke (Fig. 1 u. 2). Diese Zunahme des Plasmavolums entsteht aller- 
dings infolge Einfiihrung des Wassers aus dem Gewebe durch die Kapil- 
larendothelien in die Blutbahn, ist aber zum Teil darauf zuriickzufiih- 
ren, dass, wie Magnus” etc. annehmen, das Wasser in den Erythrozyten 
durch hypertonische Lésung in das Plasma eingefiihrt wird. Denn in 
meinen Versuchen iibertrifft das Plasmavolum an Vermehrung das Blut- 
volum. Dass die Wassermenge, welche aus den Blutkérperchen in das 
Plasma iibergefiihrt wurde, nicht gross ist, ist daraus zu ersehen, dass 
die beiden Volumina in nicht sehr verschiedenem Grade zunehmen ; die 
Menge der Wassereinstrémung aus dem Gewebe in die Blutbahn durch 
die Endothelien entspricht fast der Zunahme des gesamten Blutvolums. 

Wie aus Fig. 1. ersichtlich, ist das Plasmayolum vor der zweiten 
und dritten Kochsalzinjektion ganz gleich oder etwas grésser, wie das vor 
der ersten, aber das Blutvolum nimmt im ersteren Falle mehr ab als im 
letzteren Falle, was wohl auf einer durch Blutentnahme bei den Ver- 
suchen hervorgerufenen Aniimie beruht. Bock hat festgestellt, dass bei 
menschlichen Blutungen das Plasmavolum bis zu seiner anfinglichen 
Menge ersetzt wird, aber die Erythrozyten und damit das Blutvolum 
vermindert bleibt. Ochi™ sagt, dass die durch Blutungen bedingte 
Aniimie verspiitet das Maximum erreicht. Keith’? fand bei mensch- 
licher Aniimie eine Vermehrung des Plasmavolums. Diese Tatsachen 
bestiitigen alle meine Annahme. 

Ferner zeigen meine Versuche, dass die Schwankungen der Hiimoglo- 
binmenge die des Plasmavolums in ihrem Verlaufe und Grade nicht 
genau widerspiegeln kénnen (vgl. Tab. LD), eine Tatsache, welche man 
auch bei Versuchen nach Nephrektomie oder nach hierauf erfolgten 
Intoxikationen mit Nierengiften wahrnehmen konnte. Barach, Mason 
und Jones” erkannten eine gleiche Tatsache bei ihnlichen Versuchen 
am Menschen. Das hat seinen Grund darin, dass die roten Blutkérper- 
chen in der Blutbahn unter verschiedenen Bedingungen, z.B. Bewegun- 
gen, Schweissabsonderungen, Bauchmassage (Schneider und Hans”), 
Adrenalininjektion (Schneider und Havens,” Hess”), Aderlass, 
vendsen Stauungen (Hess™) etc., verschieden verteilt werden. 
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Tabelle ITI. 
Veriinderund des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion 
bei gesunden Kaninchen. 
| | 
Vor d. |Wihrend 10’ nachi60’ nach 3" nach 
In- | d. In- | d. In- d. In- | d. In- 
jektion | jektion | jektion | jektion | jektion 
Plasmavolum (ceem) 65,3 107,0 67,4 66,6 
% iger Serumchlorid- 
gehalt 0,5196 0,5933| 0,5763) = 0,5923 
Totaler Serumchlorid- 
ee gehalt 0,589 0,819 | 0,634) 0,338 0,394 
1. Injektion | Joiisierte Kochealz- 
menge (g) 0,48 
Aus-(—) und Ein-(+) 
strommenge yon 
Chloride (g) -0,185 0,246 +0,006 
: =" : 5 
Plasmavolum (cem) 67,5 102,1 67,2 66,2 
° “4 iger Serumchlorid- 
owas rehalt 0,5817 0,6548, 0,6402 0,6313 
2. Injektion |» 2o™s ; , ’ , , 
HJESUON | Totaler Serumchlorid- 
(18" nach d. gehalt (g) 0,393 0,853 0,668 0,450 0,418 
Injizierte Kochsalz- 
oe ee menge (g) 0,46 
ersten Injektion) Aus-(—) und Ein-(+) 
strommenge yon ’ 
Chloride (g) 0,185 —0,238 —0,012 
| Plasmavolum (ecm) | 74,6 | 1166) 72,3 | 72,5 
- obs % iger Serumchlorid- | | 
& ete gehalt | 0,6278 | 0,7182 0,6918) 0,650 
(240 nach d, | 2otaler Serumchlorid- 
“ st gehalt (g) 0,468 0,948 | 0,837 | 0,500 | 0,482 
a ae Injizierte | Kochsalz- 
° menge (g) 0,48 | 
Iniektion) Aus-(—) und Ein-(+) | | 
strommenge von 
Chloride (g) —0,111 — 0,33 —0,018 


an, aus 


Ferner wurde durch Bestimmung des totalen Kochsalzgehaltes nach 
dem Einfluss des eingespritzten Kochsalzes geforscht. Wie Tab. III zeigt, 


fing das intravendés injizierte Kochsalz schon wiihrend der Einspritzung 


dem 


Serum 


einer Stunde ab. 


hat. 





Nun wollen wir sehen, welches Schicksal das 


Es beginnt schon wiihrend der Injektion zum 


abzustrémen und floss zum 


grossten Teil binnen 


abgestrémte Kochsalz 


Teil im Harn ausge- 





) 
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Tabelle ITV. 


Ausscheidung yon Chlor im Harn nach der Salziniektion. 





| Blasen- 10’ nach 1" nach! 3" nach | 6 nach | 
inbalt d. In- | d. In- | d. In- | d. In- | Total 


| gleich vor 


Injektion | jektion | jektion | jektion | jektion 


HTarnmenge (ccm) 30 6,3 4,2 5,0 4,9 20,4 
Chloride im 
Harne (2) 0,0319 0,608 0 585 0,563 , 0,195 


1. Injektion Totale Ausschei- 


dung von 


Chloride (g) 0,058 0,025 0,018 0,010 | 0,091 
Harnmenge (ccm) 26 8,5 3,1 2,0 5,5 19,1 
2. Injektion| Chloride im 
(18" nach d. | Harne (72) 0,173 0,601 0,803 0,762 0,497 
ersten Totale Ausschei- 
Injektion) | dung von 
Chloride (g 0,051 0,025 0,015 0,028 | 0,119 
Harnmenge (cem 3,2 a3 2,2 1,0 2,2 13,6 
3. Injektion Chloride im 
(24 nach d. Harne (% 0,447 0,808 0,915 1,117 | 0,878 | 
zweiten Totale Ausschei- 
Injektion) dung von 
Chloride (g) 0,066 0,021 | 0,012) 0,019 | 0,118 


schieden zu werden (vgl. Tab. 4), aber in verhiltnismiissig kleinen Men- 
gen und zeitlich spiiter, als seine Abstrémung aus dem Blutplasma. 
Daraus lisst sich schliessen, dass es zum gréssten Teil in dem Gewebe 
retiniert wird, und aus seiner verspiiteten Ausscheidung dass es erst cinmal 
im Gewebe retiniert, dann langsam mobilisiert und ausgeschieden wird. 
Diese Versuchsergebnisse fiber den Chlorstoffwechsel stehen im ganzen 
mit denen von Magnus,” Prigge,” Samson,” Schmidt und 
Schlayer” im Einklang. Wie viel von dem im Gewebe retinierten 
Chlor nun in die Erythrozyten cinstrémt kann ich vorliiufig noch nicht 
sagen. Creveld™ hat gezeigt, dass das Eindringen dieser Substanz”” 
moglich ist; Muresame™ und Dische™ sagen, dass die Erythrozyten 
gesunder Individuen keine Chloride enthalten, und Schiippi,”? dass von 
den anorganischen Salzen das Bariumchlorid nicht imstande ist, in die 
roten Blutkérperchen einzudringen. Immerhin diirfte eine nur ganz 
geringe Menge davon eindringen (vgl. die Zahl von Creveld”™). 

Der totale Serumeinweissgehalt nimmt gleich nach der Kochsalz- 


injektion erheblich zu, aber im weiteren Verlauf noch mehr ab, als vor 
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Tabelle VY. 


Veriinderungen yon Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektionen 


bei gesunden Kaninchen. 





Vor d. 10’ nach d.60/ nach d. 3" nach d. 
Injektion | Injektion | Injektion | Injektion 


Plasmayolum (ccm) 65,3 107,0 67,4 66,6 
1. Injektion | Serumeiweiss (22) 6,40 | 5,69 5,81 5,95 
Totales Serumeiweiss (g) 4,18 6,08 | 3,92 3,97 
2 4s Plasmayolum (ccm) 67,5 )2 67,2 66,2 
2. Injektion — nd | My 102,1 7,2 16,2 
(18" nach d. | ¢ — ai ne = 40 cee . 
ocho Serumeiwelss (7) 5,73 5,18 5,28 5,34 
rste 
Injektion) — ' — ‘* wii ‘ 
J Totales Serumeiweiss (g) | 3,8 5,30 35D De 
| 
$. Injektion Plasmayolum (cem) 74,6 1166 | 72,5 72,5 
(24" nach d. ‘ — . r pe } nae” Tl . 
aap: hd Serumeiweiss (% 6,94 5,63 6,25 | 6,23 
zweiten | 
Injektion . : — — _ 2 . 
J ™) | Totales Serumeiweiss (g) 5,18 6,56 | 4,50 4,51 
| 


ihr (Tab. V), was wohl davon herriilirt, dass das Eiweiss unmittelbar 
post injectionem mit Wasser aus dem Gewebe durch die Kapillarendothe- 
lien in die Blutbahn einstré6mt und im weiteren Verlaufe mit Wasser 
und Kochsalz in grésseren Mengen aus der Blutbahn abstrémt, als im 
friiher cingestrémten. Dass das Serumeiweiss im weiteren Verlaufe, ohne 
von der Schwankung des Wassers abhiingig zu sein, jedesmal um ein 
wenig zunimmt, ist so zu erkliiren, dass das im Uberschuss aus dem Blut 
entfernte Eiweiss wieder dahin zuriickehrt. Auch yon Magnus” und 
Nonnenbruch™ wird anerkannt, dass das Eiweiss durch die Kapil- 
larendothelien eimes gesunden Kaninchens ein- und ausstrémen kann. Die 
Konzentration dieser eingestrémten Eiweisslésung, welche zwar bei jeder 
Injektion beinahe gleich ist, ist in jedem Versuche aus dem Prozentsatze 
der Zunahmemenge des Serumeiweisses zu der des Plasmavolums zu er- 
mitteln. 


6,00—4,18 


Bei der ersten Injektion >x 100=4,37 2%. 


107,0—65,3 
5,30— 3,86 


102,1—67,5 


Bei der zweiten _,, x 100=4,17%. 
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II. Versuche an nephrektomierten 
Kaninchen. 


Untersucht man zuerst die Blutver- 
iinderungen nach der Nephrektomie, so ist 
der % ige Serumchloridgehalt fast immer 
unveriindert, aber der % ige Serumei- 
weissgehalt neigt zu geringer Verminde- 
rung. Die Reststickstoffsubstanzen im 
Serum nehmen nach und nach zu. Das 
Blut scheint allmiihlich fortschreitend an- 
iimisch zu werden. Fig. 3 zeigt dieses Ver- 
halten (Durchschnitt von 4 Versuchen). 


Dass der aus dem Refraktometerwert be- 
rechnete Wert im allgemeinen hdher ist, 


als der nach Magnus aus der Formel 


(Gesamt-N—Rest-N) x 6,25 berechnete, 
darauf hat Reiss” aufmerksam gemacht. 
Ferner rihrt wohl das allmihliche Anii- 
mischwerden des Blutes davon her, dass 
bei der Uriimie die Erythrozyten zerstért 


werden, wie dies Cuffer und Regnard” 


*nachgewiesen haben. Bence" schliesst aus 


der allmiihlichen Abnahme des Serumei- 
weissgehaltes und der Erythrozytenzahl 
bei nephrektomierten Kaninchen auf 
hydriimische Plethora, was ich aber nicht 


bestiitigen kann. 
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Der allgemeine Verlauf der Blutveriinderungen durch die jedesmalige 
Kochsalzinjektion inbezug auf Plasma- und Blutvolum und 2%-igen 
Chlor-und Serumeiweissgehalt bei nephrektomierten Kaninchen stinm tim 
grossen und ganzen mit dem bei gesunden tiberein, weshalb ich hier 
darauf nicht cingeche (Fig. 1 und 2). Ex ist aber der Unterschied zu 
beachten, dass dabei der gleich nach der Kochsalzinjektion verminderte 
Serumeiweissgehalt im weiteren Verlauf bei ersteren etwas frither wieder 
zur Norm zuriickgeht als bei letzteren. 

Nun zeigen die Blutveriinderungen gleich nach der Kochsalzinjektion 
inbezug auf Stiirke im Vergleich mit denen bei gesunden Kaninchen den 
wichtigen Unterschied, dass die Zunahme des Plasma- und Blutvolums 
bei der Salzeinspritzung gleich nach der Nephrektomie fast gleich stark 
ist wie bei gesunden Kaninchen, bei mehr als 6 Stunden nach der 
Nephrektomie vorgenommer Injektion aber weit stiirker. Zu bemerken 
ist, dass spiiter als 6 Stunden nach der Nephrektomie sie auch bei wieder- 
holten Einspitzungen immer gleich stark ist. Das weist darauf hin, dass 
die Wassermenge welche gleich nach der Kochsalzinjektion aus dem 
Gewebe in die Blutbahn einstrémt, der im gesunden Zustande gleich, 
aber nach Ablauf von mehr als 6 Stunden nach der Nephrektomie reich- 
licher als jene ist. Diese ‘Tatsache zeigt, dass bei den Kapillarendothe- 
lien mehr als 6 Stunden nach der Nephrektomie eine gesteigerte Durch- 
lissigkeit fiir das in die Blutbahn cinstrémende Wasser vorliegt und dass 
sie spiiter als 6 Stunden nach der Nephrektomie ungefiihr gleich bleibt. 
Da nun das zu solcher Zeit in grésserer Menge einstrémende Wasser 
wieder binnen 40 Minuten bis zur normalen Menge ausstrémt, so besteht 
wohl dic gesteigerte Durchliissigkeit der Kapillarendothelien nicht nur 
beim Ein-, sondern auch beim Ausstrémen. Schmidt und Schlayer"™ 
sagen, dass unter gleichen Bedingungen, die Schwankung des Hiimoglobins 
als Standard angenommen, die Durchliissigkeit der Kapillarendothelien 
fiir das Einstrémen des Wassers in dic Blutbahn gesteigert und fir das 
Abstrémen des ersteren aus letzterer herabgesetzt ist, welcher Ansicht 
ich mich nicht anschliessen kann. Magnus” fand auch mehrere Stun- 
den nach der Nephrektomie gesteigerte Durchliissigkeit fiir abstrémendes 
Wasser. Diese Durchiliissigkeitssteigerung rihrt wohl nicht nur von 
der Schiidigung der Kapillarendothelien durch uriimische Gifte her, 
welche einfach durch den Ausfall der Nierenfunktion gebildet wurden, 
denn sie bleibt nach meinen Untersuchungen mehr als 6 Stunden nach 


der Nephrektomie und auch danach graduell gleich. 


Die Zunahme des prozentigen Chlorgehaltes gleich nach der Koch- 
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salzinjektion wird mit wiederholten Einspritzungen graduell geringer ; 
die Abnahme des prozentigen Eiweissgehaltes ist nicht jedesmal gleich 
stark. 

Die Schwankung des Kochsalzes, vom totalen Kochsalzgehalt des 
Serums aus betrachtet, zeigt cinen wichtigen Unterschied zu der bei ges- 


unden Tieren (Tab. VI, vel. auch Tab. ILD). Dieser besteht darin, dass, 


Tabelle VI. 


Veriinderung des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei entnierten Kaninchen. 





| Vor d.|Wiihrend 10’ nach60/ nach 3" nach 
} In- d. In- | d. In- | d. In- | d. In- 
! jektion jektion | jektion | jektion — jektion 


Plasmavolum (cem) 66,8 145,4 66,9 68,1 
% iger Serumchlorid- 

gehalt 0,5775 0,6351 0,6249 0,6224 
Totaler Serumchlorid- 
d gehalt g 0.355 0,815 0.872 0 
Injizierte Kochesalz- 

menge (g) 0,46 
Aus-(—) und Ein- 

strommenge von 

Chloride (g + 0,057 0,474 +0,008 


1. Injektion | 


yous 0,406 


6" nach 


Nephrektomie) 


Plasmavolum (cem) 65,9 140,35 64,9 64,7 
26 iger Serumchlorid- 
gehalt ; 0,6154 0,6652 00,6564 0,6508 
Totaler Serumchlorid- 
gehalt (g 0,580 0,830 O,S86 0,405 0,403 
Injizierte Kochsalz- 
menge (g) 
Aus-(—) und Ein-(+) 
strommenge yor 
Chloride (g +0056 -—O,4SIL —0,002 


2. Injektion 


(18" nach d. 


. . 0, {5 
ersien Injektion) 


wihrend bei letzteren schon wiihrend der Injektion einespritzte Chloride 
abzustrémen beginnen, bei dem Injektionsversuch mehr als 6 Stunden 
nach der Nephrektomie dies nicht nur nicht der Fall ist, sondern im 
Gegenteil eine geringe Menge von ihnen aus dem Gewebe hereinstrémt, 
denn der totale Chloridgehalt 10 Minuten nach der Injektion ist etwas 
grosser als die Summe eines solchen vor der Injektion und per injektio- 
nem hinzugefiigten Chlorids. In der darauf folgenden 1 Stunde strémen 
diese aufgehiiuften Chloride zum gréssten Teil nach dem Gewebe ab. 
Iversen und Hansborg™ behaupten zwar, dass nephrektomierten 
Kaninchen intravenés verabreichte Chloride sehr rasch nach dem Gewebe 


abstrémen, was ich aber nicht  bestiitigen konnte. Spiiter, in cinem 








366 M. Naito 


Zeitraume von 18 Stunden, von der 6ten Stunde nach der ersten Ein- 
spritzung an bis zum Beginn der zweiten, verschwindet eine relativ grosse 
Menge Kochsalz aus dem Blute. 

Ferner ist die Schwankung des totalen Serumeiweissgehaltes durch 
Kochsalzinjektion der bei gesunden Kaninchen qualitativ gleich (Tab. 


VII). 
Tabelle VII. 


Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei entnierten Kaninchen. 





Vor d. 10’ nach d. 1" nach d. | 3" nach d. 
Injektion | Injektion Injektion | InjeKtion 


1. Injektion Plasmavolum (ccm) 66,8 145,4 66,9 | 68,1 
(6" nach d. | Serumeiweiss (22) 5,69 4,87 5,16 | 5,10 
ephrektomi Totales Serumeiweiss (g) 3,80 7,09 3,46 | 3,48 
2. Injektion | Plasmavolum (ccm) 65,9 140,3 64,9 64,7 
(18" nae \, . = , -« = areas = 
nach d Serumeiweiss (7) 5,39 4,83 5,07 5,09 
ersten 
Injektion) Totales Serumeiweiss (g) 3,56 6,79 3,29 3,29 


Auch die Konzentration der gleich nach der Einspritzung in die 
Blutbahn einstro6menden Eiweisslésung ist fast dieselbe wie beim gesunden 
Kaninchen, wie im Folgenden gezeigt wird : 
7,10—3,80 
145,4—66,8 


6,78— 3,56 100m4.340 
~X< — wv . 
140,3—65,9 siete 


Bei der 1. Injektion x 100 =4,2022. 





Bei der 2. = 


Bei nephrektomierten Kaninchen wurde von Nonnenbruch" 
nachgewiesen, dass die Kapillarendothelien Eiweiss durchlassen, und von 
Brandenstein und Chajes,” dass subkutane Infusion isotonischer 
Kochsalzlésung den Eiweisszehalt des Serums herabs>tzt. 


III. Versuche mit Cantharidinkaninchen. 


Es wurden in erster Versuchsreihe (4 Fille) Kaninchen, denen ich 
gleich nach der Nephrektomie 0,15 mg Cantharidin (g215-t in Essigiather) 
pro Kilo Koérpergewicht, und in zweiter (4 Fille) solche, von denen ich 
zweien 0,5 me und den anderen beiden 0,7 mz Cantharidin pro Kilo 


Kérpergewicht subkutan injiziert hatte, zur Untersuchung verwendet. 
Der Verlauf der Blutveriinderung durch jedesmalige Kochsalzinjek- 


tion ist bei dieser Untersuchung im allgemeinen dem bei den einfach 
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nephrektomierten analog, aber doch in einigen Punkten verschieden (Fig. 


4 und 5). 


Diese Verschiedenheit besteht darin, dass erstens zwar die 


Vermehrung des Plasma- und Blutvolums der bei den einfach nephrekto- 
mierten graduell gleich ist, aber der Riickgang in die Norm darnach 


viel mehr _ verspiitet 








0 
7) : =x .. eS “ 
: wird, was bedeutet, dass 
220 _ i a . 
die Durchliissigkeit der 
210 —| Kapillarendothelien, ver- 
200 | médge welcher das cinmal 
in die Blutbahn einge- 
190 =“ = ‘ ahi 
fiihrte Wasser wieder 
180 — abstrémt, infolge der 
170 + Cantharidinvergiftung 
herabgesetzt worden ist 
160 ail = : : Sty 
dass zweitens gleich nach 
we — der Injektion der ersicht- 
140 —| lich vermehrte pro- 
zentige Chlorgehalt im 
130 con may Re ee 
weiteren Verlauf noch 
120 — schneller abnimmt, was 
110 + im Falle der Vergiftung 
j +1 op « Oseere , = 
100 . mit « im r grosseren Can 
tharidinmenge besonders 
a Se ausgesprochen ist, und 
DE Oe a . . 
ae ae ae ee dass drittens der gleich 











80 
Zeit (Min) 1 20° 30' 40' 50 60 70° 80’ 


nach der Einspritzung 


verminderte prozentige Serumeiweissgehalt im weiteren Verlaufe nicht 


nur sehr schnell zur Norm zuriickgeht, sondern auch den Wert vor der 


a----- 


o-—- 


o~---- 


Fig. 4. 
bei nephrektomierten, mit Cantharidin (0,15 mg pro 
kg. K. G.) vergifteten Kaninchen. 
bei nephrektomierten, mit Cantharidin (0,5 mg pro kg. 
K. G.) vergifteten Kaninchen. 
bei nephrektomierten, mit Habugift vergifteten 
Kaninchen. 
bei nephrektomierten, mit Arsen vergifteten 


Kaninchen. 


Die Salziniektion wurde 6 Stunden nach der Nephrektomie ausgefiihrt. 
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Fig. 5, 
Serumeiweiss ) Cantharidinkaninchen I. Erste Salzinjektion, 
Serumchlorid (0,15 mg pro kg K. G.) ausgefuhrt 6 Stunden 
Ser -iweiss os ie nach der Nephrektomie. 
Serumeiweiss | lo. (0,5 mg pro kg K. G.) I 


Serumchlorid f © 


‘ . ° II 
Serumeiweiss | yy, a ae . 
Gevemaiderid { Habugiftkaninchen. 

Serumeiweiss | 7): Sl a a ia 
Serunahiosid | Diphtherietoxinkaninchen III. 


Serumeiweiss ) A penkaninchen 


-- Serumchlorid ) 


Zweite Injektion, ausge- 
fiihrt 18 Stunden nach 
der ersten Injektion. 


Dritte Injektion, ausge- 
fiihrt 24 Stunden nach 
der zweiten Injektion. 
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Injektion an Grosse iibertrifft, so dass der Zustand in die Hyperproteiniimie 
iibergeht. Das ist cine sehr beachtenswerte Erscheinung, welche eine recht 
abnorme Durchilissigkeit der mit Cantharidin vergifteten Kapillarendo- 
thelien fiir Eiweiss erkennen liisst. Schliesst man aus der Schwankung 
des totalea Kochsalzgehaltes auf die Durchliissigkeit der Kapillarendo- 
thelien fiir Kochsalz, so findet man, dass letztere cine solehe Umstim- 
mung erfahren hat, dass sie im wesentlichen der bei den einfach nephrek- 
tomierten gleich ist. Dieses Verhalten ist aus Tab. VIII ersichtlich. 


Tabelle VIII. 


Veriinderung von Chlorgehalt des Serums nach Salzinjektion (ausgefiihrt 


6 Stunden nach Nephrektomie) bei Cantharidinkaninchen. 





Vor d. Wiihrend 10’ nach60’ nach 3" nach 
In- d. In- | d. In- | d. In- , d. In- 
iektion — jektion | jektion | jektion | jektion 


_— Plasmay ylur 1 (com) 65,7 136,1 68,7 63,6 
F ¢, iger Serumchlorid- 
ai gehalt 0,4149 0,6052 0,6014 0,5999 
suchsreihe : Totaler Serumchlorid 
Ou 4 es iM orid- 
0.15 mg gehalt (g) 0,273 0,728 0,825 | 0,413 0,412 
, B Injizierte = Kochsalz- 
‘ +a: menge (g) 0,455 
Cantharidin 6 o 45 
Aus-( und Ein-(+) 
pr kg K.G strommenge yon 
oJ ° . € . 
Chloride (g £0,097 0.412 0,001 
e Ve Plasmavolum (cem) 64,4 141,2 72,8 70,0 
i 24 iger Serumchlorid- 
: ait gehalt 0,5899 00,6056 0,5905 0,5719 
uchsreihe : Totaler Serumchlorid- 
0.5 mg gehalt (g 0,348 0,788 0,855 0,430 0,400 
_—— Injizierte  Kochsalz- 
‘ +3: menge (g 0,440 
Cantharidin ih. 
Aus- und Fin- 
‘ae! strommenge yon 
ro kg K.G., ‘ : 
a Chloride 


+ 0,067 0,425 0,050 


Weiter ist die Schwankung des totalen Serumeiweissgehaltes durch 
Kochsalzeinspritzung im allgemeinen der der Kontrolle (einfach neph- 
rektomierter) iihnlich (Tab. IX); aber hier ist zu bemerken, dass die 
gleich post injektionem zustrémende Eiweisslésung weit schwiicher kon- 
ventriert ist, als die der Kontrolle oder gesunder Kaninchen. Diese 


Konzentration ist durchschnittlich folgende : 
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; . .  6,98--3,72 ie 

Sei der 1. Versuchsreihe —-~ —— x 100= 1,686 

136,1—65,7 

7 42 ‘ 37 

‘y ’ , 
: ~x 100 =2,342 

141,2—64,4 Peer 


Bei der 2. Versuchsreihe 


Tabelle IX. 


Veriinderung yon Eiweissgehalt des Serums nach Salzinjektion 
bei Cantharidinkaninchen. 





Vor d. 10/ nach d. 1" nach d. | 3" nach d. 
Injektion Injektion | Injektion Injektion 


asmavolum (vem) 35,7 36 38,7 68,7 
P) ] 65, 136,1 68, ; 
1. Ver- , ie ~ . ‘ a 
° Serumeiweiss (72) 5,66 5,12 5,25 5,59 
suchsreihe ” ’ 4 } ’ 4 
Totales Serumeiweiss (g) 3,73 6,98 3,59 3,70 
Plasmavolum (cctin) 64,4 141,2 72,8 70,0 
” V » 
2. er- . ee ’ eee oun em 
° Serumeiweiss (72) 6,01 5,25 5,55 5,92 
suchsreihe 
Totales Serumeiweiss (g) 3,87 7,42 : 
Totales Ser iwei s 42 4,04 4,14 


IV. Versuche mit Habu-Kaninchen. 


Hier verwendete ich Kaninchen, denen ich gleich nach der Nephrek- 
tomie 1 mg Habu-Gift* pro Kilo Korpergewicht subkutan einspritzte. 
Die dabei durch Kochsalzinjektion hervorgerufenen Blutveriinderungen 


und deren charakteristischer Verlauf sind, wie Fig. 4 und 5 zeigen, 


Tabelle a 


Veriinderung des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion (ausgefiihrt 
6 Stunden nach Nephrektomie) bei Habugiftkaninchen. 





Vor d. we 10’ nach d. 1" nach d. | 3" nach d. 
’ Injektion Injektion Injektion | Injektion | Injektion 
Plasmavolum (cem) 59,8 120,0 62,0 61,5 
%o iger 
Serumchloridgehalt 0,5399 0,6065 0,5985 0,5959 
Totaler 
Serumehloridgehalt (g 0,522 0,722 0,728 0,371 0,367 
Injizierte 
Kochsalzmenge (g) 0,400 
Aus-(—) und Ein-(+ ) strom- 
menge yon Chloride (g + 0,006 — 0,357 — 0,004 


* Eine Art Schlangengift. 
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Tabelle XI. 


Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion (ausgefiihrt 
6 Stunden nach Nephrektomie) bei Habugiftkaninchen. 





Vor d. 10’ nach d. | 1" nach d. | 3" nach d 
Injektion Injektion Injektion Injeklion 


Plasmavolum (ccm) 59,8 120,0 62,0 61,5 

Serumeiweiss (22) 4,57 | 3,83 4,23 4,21 

Totales Serumeiweiss (g) 2,73 | 460 | 2,62 2,59 
! | 


denen des mit Cantharidin vergifteten Tieres analog, nur dass das auf 
Serumeiweissgehalt beziigliche Charakteristikum erst 24 Stunden nach 
der Vergiftung deutlich wird. Auch die Schwankung des totalen Serum- 
chlorid- und Serumeiweissgehaltes ist der bei der Cantharidinintoxikation 
gleich (Tab. X—X1I). 

Die Konzentration der gleich nach der Kochsalzinjektion zustré- 
4,60—2,75 
120,0—89,8 
als die bei den Kontrollversuchen, aber stiirker als die bei den Cantha- 


menden Eiweisslésung ist x 100=3,09¢. Also, sie ist schwiicher 


ridintieren. 
V. Versuche mit Diphtherietoxin-Kaninchen. 


Hier wurden Kaninchen, bei denen ich gleich nach der Nephrek- 
tomie 0,15 cem Diphtherietaxin (=0,40) pro Kilo Kérpergewicht 
subkutan appliziert habe, verwendet. 

In diesen Versuchen konnte, da uns das Gift nicht in ausreichender 
Menge zur Verfiigung stand, die Bestimmung des Plasma- und Blut- 
volums nicht vorgenommen werden. 

Die Schwankung des prozentigen Serumchlorid- und Serumeiweiss- 
gehaltes zeigte im grossen und ganzen denselben Verlauf, wie das Resultat 
bei der Cantharidinintoxikation (Fig. 5). Daraus ist zu schliessen, dass 
auch in diesen Versuchen wohl das gleiche eigentiimliche Verhalten, 


welches man bei Cantharidintieren beobachtet hat, zum Vorschein kommt. 


VI. Versuch mit Arsenikkaninchen. 


Hierzu gebrauchte ich Kaninchen, denen gleich nach der Entnierung 
Acid. arsenic. (in wiisseriger Lésung) pro kg Korpergewicht injizert 
wurde. Bei diesen Kaninchen wiesen die durch jedesmalige Kochsalz- 
einspritzung bedingten Blutveriinderungen im allgemeinen einen sehr 


ihnlichen Verlaut auf, wie bei den nicht vergifteten, was aus Fig. 4 
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und 5 ersichtlich ist, nur dass hier zuerst der Riickgang des post injec- 
tionem zugenommenen Plasma- und Blutvolums auf die Norm mehr 
oder weniger verzégert wird, wie dies bei der Cantharidinvergiftung 
der Fall ist, und dann dass der post injectionem abnehmende prozentige 
Serumeiweissgehalt relativ friihzeitig normal gross wird, wobei aber 
keine deutliche Hyperproteiniimie auftritt, wie bei der Cantharidin- 
vergiftung. 

Was dann die Schwankung des totalen Serumkochsalzgehaltes anbe- 
langt, so beginnt ein Teil der eingespritzten Chloride, wenn auch in 
veringer Menge, wie bei den Nierengesunden, schon wiihrend der Injek- 
tion aus der Blutbahn abzustrémen, welches Verhalten zu dem bei den 
nephrektomierten, nicht vergifteten ‘Tieren ganz im Gegensatz steht 


(Tab. XII). 


Tabelle XII. 


Veriinderung des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion (ausgefihrt 


6 Stunden nach Nephrekiomie) bie Arsenik kaninchen. 





Wihrend 
au. 


Injektion 


10’ nach d. 1" nach d.| 3" nach d. 
Injektion | Injektion | Injektion 


Vor d. 
Injektion 


Plasmavolum (cem 60,0 120,0 61,0 


iger 
Serumechloridgehalt 05001 0,5746 1.572 0,5674 
Totaler 
Serumchloridgehalt (g) 0,500 0,730 0,689 382 0,546 
Injizierte 
Kochsalzmenge (g) 0,430 
Aus-(—) und Ein-(+) strom- 
menge yon Chloride (g) — 0,041 — 0,293 — 0,036 


Kerner stimmt die Schwankung des totalen Eiweissgehaltes, wie aus 
Tab. XUII ersichtlich, mit der bei den Kontrollversuchen ganz iiber- 
Tabelle XIII. 


Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion (ausgefiihrt 
6 Stunden nach Nephrektomie) bie Arsenikkanichen. 





Vor d. 10 nach d. | 1" nach d. | 3" nach d. 
Injektion Injektion Injektion Injektion 


Plasmayolum (ecm) 60,0 120,0 66,6 61,0 


Serumeiweiss (7c) 6,45 5,44 5,96 6,07 


Totales Serumeiweiss (g) 3,87 6,53 3,98 3,71 
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cin: ferner ist auch die nach der Einspritzung zustrémende Eiweisslé- 
sung gleich stark konzentriert, wie die im letzteren Falle, wie im 
6,54—3,87 


«100 = 4,457. 
120,0—60,0 


Folgenden gezeigt wird : 
z Pee] 

















in. 
yw 40 WwW OY 70 HW 


Plasmavyolum 
Chromkaninchen. . Erste Salziniektion. ausgefiihrt 6 


2 a ‘ + . 
Blutvolum J Stunden nach der Nephrektomie. 


Plasmavolum ) 
Urankaninchen. 


Blutvol 
wena J II. Zweite Injektion, ausgefuhrt 18 


Plasmayvolum ‘ ; Stunden ns wate: cokti 
) Sublimatkaninchen. Stunden nach der ersten Injektion. 


Blutvolum 
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VII. Versuche mit Chromkaninchen. 


Als Versuchstiere dienten hier Kaninchen, denen gleich nach der 
Nephrektcmie 15 mg pro kg Kérpergewicht Kaliumchromat subkutan 
injiziert wurden. 

Die Blutveriinderungen durch Kechsalzlésunginjektion in den vor- 
liegenden Versuchen verlaufen im grossen und ganzen genau in derselben 
Weise, wie bei einfach nephrektomierten und nicht vergifteten Kaninchen 
(vgl. Fig. 6); aber hier ist eine sehr bemerkenswerte Differenz zu 
erwiihnen, welche darin besteht, dass die gleich nach der Kochsalzinjek- 
tion erfolgende Vermehrung des Plasma- und Blutvolums an Starke die 
bei den nicht vergifteten Kaninchen bedeutend iibertrifft, und zwar 
nimmt sie umso mehr zu, je 6fter die Injektion wiederholt wird. Das 
bedeutet eine erhebliche Steigerung der Durchliissigkeit der Kapillarendo- 
thelien, von welcher die Ein- und Abstrémung des Wassers in der Blut- 
bahn abhiingen. Ein weiterer Unterschied ist ein sich auf den Verlauf 
der Schwankung des % igen Serumeiweissgehaltes beziehender ; d. h. er 
nahm gleich nach der Kochsalzinjektion ab und zeigte eine Zeit lang 


Tabelle XIV. 


Veriinderung des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion] 
bei Chromkaninchen. 





Vor d. ‘Wiihrend10’ nach 1" nach | 3" nach 
In- d. In- | d. In- | d. In- | d. In- 
| | jektion | jektion | jektion | jektion | jektion 


. 1,4: | Plasmayolum (ccm) 61,8 | 1409 | 63,9 | 62,9 
1. Injektion 2% iger Serumchlorid- | 
orn gehalt 0,5507) | 0,6166 0,6144} —0,6069 
(6 Stunden | Tolaler Serumchlorid- | | 
a : | gehalt (g) 0,341 | 0,791 0,869 | 0,392 0,382 
nach der | Injizierte Kochsalz- | 
“se a - | # menge (g) 0,450 | | | 
Nephrektomie | Aus-(—) und Ein-(+) | | 
ausgefiihrt) strommenge yon | , 
— Chloride (g) +0,078 —0,477 —0,010 
— cacti P —— $$$ $ 
— Plasmayolum (ccm) 69,8 | 160,00] 67,7 | 67,8 
” sk | \ ’ | ’ | ’ , 
2. Injektion 2% iger Serumchlorid- | 
gehalt 0,5985) 0,6570| 0,6517) 0,6437 


| 


| 


| 

| Totaler Serumchlorid- 
gehalt (g) 

Injizierte Kochsalz- 


: o_o menge (g) 
— amen Aus-(—) und Ein-(+) 


strommenge von 


(18 Stunden 
hin 0,418 | 0,858 0,436 





ns 0,442 
| 0,440 


ausgeftihrt) 


Chloride (g) | +0,193 —0,609 —0,006 
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Tabelle XV. 


Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei Chromkaninchen. 





Vor d. 10’ nach d. 1" nach d. | 5" nach d. 
Injektion | Injektion Injektion | Injektion 


1. Injektion Plasmavolum (ccm 61,8 140,9 63,9 62,9 
(6 Stunden 
nach der Serumeiweiss (2 6,28 5,26 5,65 5,42 
Nephrektomie 
ausgefuhrt) | Totales Serumeiweiss (g) 3,88 7,41 3,61 3,41 
2. Injektion Plasmayolum (ccm 69,8 160,0 67,7 67,8 
(18 Stunden 
nach der er- Serumeiweiss (2 5,23 4,62 4,80 4,72 
sten Injektion 
ausgefiihrt) Totales Serumeiweiss (¢ 3,65 7,40 3,25 3,20 


mehr oder weniger Neigung zum Riickgang suf die Norm, was aber bald 
aufhérte ; er bleibt dann unveriindert oder neigt dazu, sich etwas zu ver- 
mindern. Hierdurch wird der prozentige Serumeiweissgehalt mit wie- 
derholter Kochsalzinjektion nach und nach herabgesetzt, bis cine ausgespro- 
chene Hypoproteiniimie zustande kommt, welches Phiinomen dem bei der 
Cantharidinvergiftung entgegengesetzt ist. 

Ferner ist die Sechwankung des totalen Serumchlorid- (wie aus Tab. 
XIV ersichtlich) und Serumeiweissgehaltes (wie aus Tab. XV ersichtlich) 
qualitativ der bei einfach nephrektomierten Tieren gleich ; aber die 
Konzentration der gleich nach der Kochsalzeinspritzung zustrémenden 
Eiweisslésung ist geringer als die bei nephrektomierten : 

‘ ck 7,44—3,88 
Bei der 1. Injektion 140,9—61,8~ 100 =2,31 22 
7,40—3,65 


x 100 =2,38 % 
160,0—69,8" 


Bei der 2. Injektion 


VIII. Versuche mit Urankaninchen. 


Hier wurden Kaninchen verwendet, welche gleich nach der Nephrek- 
tomie mit 10 mg Urannitrat (in wiisseriger Lésung) pro kg Kérper- 
gewicht injiziert wurden. 

Der allgemeine Verlauf der in diesen Versuchen durch Kochsalz- 
injektion bedingten Blutveriinderungen ist in seinen charakteristischen 
Punkten, wie aus Fig. 6 und 7 ersichtlich, denen bei einem mit Chrom 
































376 M. Naito 
tooo) vergifteten Tiere 
P x iithnlich, nur dass 
a ; die graduelle Ver- 
, © 
: stirkung der Plas- 
—— ‘ < “ 
- : ma- und Blutvol- 
> —_— _ 
_ 
umzunahme — erst 
_— —~ . . Tr 
im zweiten Ver- 
= such der Kochsalz- 
zy “erro s¢ ~=injektion deutlich 
. L 
: wurde. Ferner ist 
die Schwankung 
aS aie des prozentigen 
a ae Serumeiweissge- 
‘ . . 
3 ‘\ haltes in ihren 
‘ —_ a 
et , charakteristischen 
me . 4° 
Fe Punkten minder 
i 4 —N ° e 
Wy deutlich als bei 
; Chromvergiftung. 
— = “Sc < a 
Weiter ver- 
liuft die Schwan- 
kung des totalen 
= dhe Chloridgehaltes 
= =m des Serums zwar, 
g » 2 wie Tab. XVI 
ma A zeigt, im ersten 
Injektionsversu- 
b ~—~ « 
ch qualitativ in 
aan —_-— 
gleicher Weise wie 
= —cer “ - 
ee ee er a ee ae = bei gesunden Ka- 
3s OS g. J = s ZB 28 ninchen, aber im 
Fig. 7. 
e@—  Serumeiweiss } I. Erste Salzinjektion, ausgefiihrt 6 
: ., ¢ Chromkaninchen. Stunden nach der Nephrektomie. 
a—— Serumchlorid J 
. eae IJ. Zweite Salzinjektion, ausgefiihrt 
@----- Serumeiweiss | ee 18 Stunden nach der ersten Injek- 
= ‘ ranKaninchen, . 
a&----. Serumchlorid J Hon. 
Diatees Serumeiweiss ) III. Dritte Salzinjektion, ausgefuhrt 


Serumchlorid J 


Sublimatkaninchen. 


24 Stunden nach der zweiten In- 
jektion. 
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Tabelle XVI. 
Veriinderung des Chlorgehaltes das Serums nach Salzinjektion 


bei Urankaninchen. 





Vor d. Wihrend 10’ nach 1" nach} 3" nach 
In- d. In-  d.In- | d. In- | d. In- 
jektion | jektion | jektion jektion | jektion 


Iniektion Plasmavolum (ccm) 54,5 114,2 60,2 55,2 
‘ iger Serumcblorid- 
6 Stunden a gehalt 0,5294 0,5852,  0,5852-«0,5772 
Totaler Serumchlorid- 
aed q gehalt (g) 0,289 0,730 0,667 0,352 0,319 
nach der Injizierte Kochsalz- 
menge ig) 0,450 


Nephrektomie | 4). und Ein- 


stromimenge yon 





ausgeftihrt) Chloride (¢ 0,072 0,315 0,033 
=o Plasmavolum (cem 66,6 141,0 67,2 66.6 
° ; 2 , 
2. Injektion ay eae : ’ "9 
J ” iger Serumchlorid- 
. gehalt 0.5681 0.6278 O06: 0.06118 
18 Stunden on : - ’ ’ , ’ 
Totaler Serumchlorid- 
— gehalt (g 0,378 0,818 0,886 0,418 0,407 
Injizierte Kochsalz- 
0s menge (g 0,440 
ersten Injektion 5 —— ’ 
; a ©") Aus-(—) und Ein- 
. strommenge yon 
ausgefiihrt Chloride (2) +0,068 0,468 —0,011 


zweiten qualitativ wie bei einfach nephrektomierten, ein Punkt, den man 
nicht tibersehen darf. 
Ferner zeigt der totale Eiweissgehalt des Serums Schwankungen 


(Tab. XVII), die von deren bei Chromvergiftung nicht verschieden sind. 


Tabelle XVII. 
Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei Urankaninchen. 





Vor d. 10 nach d. 1" nach d. | 3" nach d. 
Injektion Injektion , Injektion | Injektion 


1. Injektion Plasmayolum (ccm 54,5 114,2 60,2 55,2 
6 Stunden 
nach der Serumeiweiss (2% 6,27 5,37 5,36 5,57 
Nephrektomie 
ausgefiihrt) | Totales Serumeiweiss (g 3,42 6,14 3,23 3,08 
2. Injektion Plasmayolum (ccm) 66,6 141,0 67,2 66,6 
18 Stunden 
nach der er- Serumeiweiss (% | 6,08 5,45 5,60 5,35 


sten Injektion 
ausgeftihrt) Totales-Serumeiweiss (¢ 4,05 7,68 5,76 3,57 








378 M. Naito 


Die Konzentration der Eiweisslésung, welche nach der Kochsalzinjektion 
zustroémt, betriigt bei der ersten Injektion 1,9% und bei der zweiten 


2,79, ist also schwiicher als bei den nicht vergifteten Tieren. 


4 


IX. Versuche mit Sublimatkaninchen. 


Kaninchen wurden gleich nach Nephrektomie 10 mg Sublimat (in 
wiisseriger Lésung) pro Kilo Kérpergewicht subkutan verabreicht. 

In diesen Versuchen sind die Blutveriinderungen durch Kochsalz- 
injektion sowohl inbezug auf den allgemeinen Verlauf, als auch auf den 
totalen Serumchlorid- und Serumeiweissgehalt im grossen und ganzen 
dieselben, wie die bei den Kontrollversuchen (vgl. Fig. 6 und 7, Tab. 
XVIII und XIX). Die Konzentration der nach der Kochsalz- 
injektion zustrémenden Eiweisslésung betriigt bei der ersten Einspritzung 
2,58% und bei der zweiten 2,01%, ist also nur schwiicher als bei den 
Kontrolltieren. Allgemein gesprochen: in der oben angegebenen Dosis 
vermag das Sublimat keine so starke Vergiftung hervorzurufen, dass 
dadurch die Funktion der Kapillarendothelien betriichtlich veriindert 


werden kénnte. 


Tabelle XVIII. 


Veriinderung des Chlorgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei Sublimatkaninchen. 





Vor d. |Wiihrend10’ nach 1" nach 3" nach 
In- In- d. In- | d.In- | d. In 
jektion | jektion | jektion jektion _jektion 


= Plasmavolum (ccm) 66,6 141,0 66,2 64,5 
: Je % iger Serumchlorid- 
de gehalt 0,5719 0.6411) 0.6884 0.6331 
{ Ss a at ‘ . ’ ’ 
6 Stunden Totaler Serumchlorid- 
, gehalt (g) 0,381 0,851 0,905 0,422 0,408 
nach der Injizierte Kochsalz- 
. ome to) 0,470 
Ne Lk , | , menge (g) 47 
ephrektomie | Aus-(—) und Ein-(+) 
navefiihrt) strrmmenge yon 
—— Chloride (g) +0,054 —0,483 —0,014 
2. Injektion Plasmavolum (cem) 60,0 126,2 60,6 61,6 
’ % iger Serumchlorid- 
. gehalt 0,6065 0,6624 0,6544 0,6517 
(IS S » - “ = , ’ ’ 
(18 Stunden Totaler Serumchlorid- 
oe gehalt (g) 0,564 0,794 0,835 0,396 0,401 
nach der | Injisierte  Kochsalz- 
menge (g) 0,480 


ersten Injektion 


Aus-(—) und Ein-(+) 
strommenge yon 
Chloride (g) +0,041 0,489 +0,005 


ausgefiihrt) 
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Tabelle XIX. 


Veriinderung des Eiweissgehaltes des Serums nach Salzinjektion 


bei Sublimatkaninchen. 





Vor d. 10’ nach d.) 1" nach d. | 3" nach d. 
Injektion Injektion Injektion | Injektion 


Injektion Plasmayolum (ccm 66.6 141,0 66.2 64,5 
6 Stunden 
nach der Serumeiweiss (22 6,09 5,54 5,53 5,35 
Nephrektomie 
ausgefuhrt) | Totales Serumeiweiss (g 4,05 7,52 3,66 3,45 
2. Injektion| Plasmavolum (cem 60,0 126,2 60,6 61,6 


IS Stunden 


nach der er- Serumeiweiss 5,91 5,21 5,49 5,65 
sten Injektion 
ausgefuhrt) | Totales Serumeiweiss (g 3,55 6,58 3,33 3,48 


X. Plasma- und Blutvolumen unter verschiedenen 
Bedingungen. 


Hier wurden die beiden Volumina von gesunden Kaninchen und von 
solchen am Ende der 6ten Stunde nach der Nephrektomie oder nach 
sofort auf sie folgender subkutaner Injektion einer bestimmten Dosis 
eines der verschiedenen Nierengifte (Cantharidin, Habu-Gift, Arsen, 
Chrom, Uran und Sublimat) bestimmt und _ tabellarisch angegeben 
(Tab. XX). 

[Im allgemeinen ist die Bestimmungsmethode des Blutvolumes jetzt 
noch unvollkommen, so dass durch ihre Verschiedenheit der Wert des 
ermittelten Blutvolums auch sehr verschieden zu sein scheint. Wie schon 
oben gesagt, scheint der von mir nach der Kongorotmethode bei gesunden 
Kaninchen gewonnene Wert mit dem anderer Forscher verglichen etwas 
zu hoch zu sein. Das nach dieser Methode bestimmte Blutvolum des 
Menschen betriigt nach Herzfeld” beim Manne 6,7-8,6% und beim 
Weibe 6,8-7,6299 des Kérpergewichtes. 

Aus dieser Tabelle (Tab. XX) ersicht man, dass das Plasma- und 
Blutvolum nach der Nephrektomie oder auch 6 Stunden nach sofort 
darauf vorgenommener Einspritzung des Nierengiftes von der Norm 
nicht sehr verschieden sind, so dass dabei keine hydriimische Plethora 


nachweisbar ist. 
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Plasma- und Blutyolum der normalen, nephrektomierten sowie 


Tabelle 
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XX. 


mit Nierengift vergifteten Kaninchen (ccu 


pro 100 g Kérpergewicht). 











Normal 


Nephrektomie 


Nephrektomie 


und kleine Dose 


yon Cantharidin 


Nephrekt: ymie 


und 


von Cantharidin 


Nephrektomie 


Nephrektomie 


Nephrektomie 


Nephrektomie 


Nephrektomie 


und Habugift 


und Arsen 


und Chrom 


und Uran 


und Sublimat 


grosse Dose 


Versuchs-Nr. 


oo 


24 


30 


Plasmavolum 


3,20 
3,00 


oO] 
oye l 


3,61 


Blutvolur 


iy? 


6,27 


ro 


‘= 
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Zusammenfassung und Schluss. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden zu dem Zwecke angestellt, 
experimentell zu erforschen, wie stérend die sog. Nierengifte beider Arten 
(vaskulire und tubulire) direkt auf die Funktionen des allgemeinen 
Cictiisssystems wirken, ferner die verschiedene Wirkungen verschiedener 
Gifte miteinander zu vergleichen. Deshalb hat man in jeder Ver- 
suchsreihe, um die Stérungen, welche die durch die Nierengifte bedingten 
Veriinderungen der Nieren hervorrufen, aus der Betrachtung auszu- 
schliessen, bei allen Versuchstieren beiderseitige Nephrektomie ausgefiihrt 
und einigen eines der verschiedenen Nierengifte, niimlich Cantharidin, 
Habugift, Diphtherietoxin, Arsen, Chrom, Uran und Sublimat, einge- 
spritzt und den anderen keines. Bei beiden Tiergruppen wurden die 
Gefiissfunktionen vergleichend untersucht. Kaninchen wurde 6, 24 und 
48 Stunden nach beiderseitiger Nephrektomie oder nach sofort daraut 
vorgenommener Injektion einer bestinmten Dosis des Nierengiftes wieder- 
holt eine bestimmte Menge 10%-iger Kochsalzlésung schnell intravends 
injiziert. Die dadurch hervorgerufenen Blutveriinderungen wurden 
inbezug auf Plasma- und Blutvolum, Serumchlorid- und Serumeiweiss- 
gehalt und Hiimoglobinmenge bestimmt und die gewonnenen Ergebnisse 
genau verglichen, was in kurzem folgende Versuchsresultate ergab : 

Injiziert man einem gesunden Kaninchen hypertonische Kochsalz- 
lésung, so strémt sofort eiweisshaltiges Wasser aus dem Gewebe in grosser 
Menge in die Blutbahn, zugleich ein Teil der eingespritzten Kochsalz- 
lésung aus ersterem ab. In der niichsten einen Stunde strémt das einmal 
eingestrémte Wasser wieder aus der Blutbahn ab, so dass das Plasma- 
volum wieder normal gross wird und zugleich der Rest des injizierten 
Kochsalzes zum gréssten Teil mit dem Serumeiweiss zusammen in das 
Gewebe abfliesst. Infolgedessen bleibt das Blut lange leicht hyper- 
chloriimisch und hypoproteiniimisch. Nach der Injektion zeigt der Harn 
etwas beschleunigte Absonderung und vermehrten Chloridgehalt. Die 
erwihnten Blutveriinderungen stellen sich auch bei wiederholten Injek- 
tionen in fast gleicher Stiirke ein. 

Sowohl die beiderseits nephrektomierten, als auch die gleich nach der 
Nephrektomie mit einem vaskuliiren bezw. tubuliiren Nierengift ver- 
gifteten Tiere zeigen im Verlauf der Blutveriinderungen ziemlich ihn- 
liches Verhalten wie die gesunden, aber doch auch einige bemerkenswerte 
qualitative und quantitative Unterschiede, die unten kurz dargestellt 


werden sollen. 
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Im Falle beiderseitiger Nephrektomie allein sind die Blutveriinde- 
rungen gleich nach der Nephrektomie denen bei gesunden Kaninchen 
beinahe gleich. Das ist aber mehrere Stunden danach nicht mehr der 
Fall. Das eiweisshaltige Wasser strémt gleich nach der Injektion in ver- 
mehrter Menge in die Blutbahn ein; auch das eingespritzte Kochsalz 
fliesst nicht direkt in das Gewebe ab, sondern das Kochsalz tritt, obgleich 
nur in geringer Menge, zuerst aus diesem in das Blut ein und dann erst 
spiiter mit dem Wasser in das Gewebe aus. 

Bei beiderseitiger Nephrektomie und gleich darauf folgender Can- 
tharidinvergiftung sind das Mengenverhiiltnis des gleich nach der 
Injektion einstrémenden eiweisshaltigen Wassers und die charakteristi- 
schen Ziige im Kochsalzausfluss ete. gleich wie bei nicht vergifteten, aber 
die Konzentration der zustrémenden Eiweisslésung sehr schwach. Auch 
der Wiederabfluss des eingestrémten Wassers erfolgt verzégert im Ver- 
gleich zum Kontrollversuch. 

Besonders ist auf die dabei stattfindende Eiweissschwankung zu 
achten, welche darin besteht, dass das post injectionem cinmal in die 
Blutbahn eingetretene und dann voriibergehend nach dem Gewebe ab- 
strémende Ejiweiss binnen kurzem wieder in das Gefiiss zuriickstrémt, 
um dann durch allmiihliche Zanahme im relativ langen weiteren Verlauf 
den originalen Eiweissgehalt zu iibertreffen und somit zur sog. Hyper- 
proteiniimie zu fiihren. 

Habu-Gift sowie Diphtherietoxin entfalten fast dieselbe Wirkung 
wie Cantharidin. 

Bei Arsenvergiftung ist das Verhalten zwar sehr iihnlich dem beim 
Kontrollversuch, nur dass gleich nach der Kochsalzinjektion das injizierte 
Kochsalz in geringer Menge, wie beim gesunden Kaninchen, nach dem 
Giewebe abstrémt und die gleich nach der Injektion aufgetretene Hypo- 
proteiniimie ziemlich frih zuriickgeht. Hierbei wird der Eiweissgehalt 
wieder normal, ohne in eine starke Hyperproteinimie tiberzugehen, was 
von dem Verhalten bei Cantharidinvergiftung verschieden ist. 

Chromvergiftung und ihr Kontrollyersuch unterscheiden sich von- 
cinander dadurch, dass bei ersterer die gleich nach der Injektion ein- 
strémende Eiwisslisung sehr reichlich und schwach konzentriert ist, ferner 
was sehr wichtig ist, dadurch, dass die Hypoproteiniimie im spiiteren 
Verlauf lange nicht zuriickgeht oder vielmehr in mehr oder weniger 


verstiirktem Masse lange andauert, eine Erscheinung die zu der bei 


Cantharidinvergiftung gerade im Gegensatz steht. 
Uran iibt auch fast gleiche Wirkung wie Chrom aus. 
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Bei Sublimatvergiftung ist das Verhalten fast gleich wie beim 
Kontrollversuche ; das kénnte wohl von der leichtgradigen Intoxikation 
herriihren. 

Das oben Erwiihnte gibt die Hauptergebnisse vorliegender Unter- 
suchungen ; aber es wurden noch folgende Befunde gewonnen : 

Nach beiderseitiger Nephrektomie oder auch 6 Stunden nach sofort 
auf sie erfolgter Intoxikation mit Nierengiften wurde keine hydriimische 
Plethora nachgewiesen. 

Weiter ist die Zunahme des Plasmavolums bei intravendser Injek- 
tion hypertonischer Kochsalzlésung gleich danach am gréssten und zwar 
grésser als die Blutvolumzunahme. 

Endlich ist zu erwiihnen, dass in Versuchen, wie den vorliegenden, 
die Schwankung der Hiimoglobinkonzentration die des Blutvolums nicht 
repriisentieren kann. 

Aus obigen Ergebnissen schliesse ich dass die sog. Nierengifte auf 
die Funktionen des extrarenalen Gefiisssystems stark stérend wirken, 


eine Stérung, die fiir jedes Gift wieder charakteristisch ist. 
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Klinische und experimentelle Eriahrungen mit der 
Radiumbehandlung bei malignen Tumoren und 
Tuberkulose auf ophthalmologischem Gebiet. 


Von 


DR. TAKEHIRA TAKAHASHI. 
(% Hm KR te) 
(Aus der Augenklinik der Tohoku-Universitit in Sendai, 
Direktor : Prof. Dr. Y. Koyanagi). 


In der Augenheilkunde zégerte man bekanntlich lange Zeit, das 
erkrankte Auge der Strahlentherapie zu unterzichen, wenn es méglich 
ist, dass sich sein Sehvermégen durch andere geeignete Behandlungen brau- 
chbar erhalten liess. Denn sie iibt nach friiheren diesbeziiglichen Mittei- 
lungen auf optisch wichtige Gewebe des Auges, wie Linse, Netzhaut und 
Sehnerven, hiiufig unangenehme schiidliche Wirkungen aus, welche aber 
m. E. etwas iiberschiitzt worden zu sein scheinen. Im Laufe der letzten 
Jahre ist nun jedoch yon manchen Seiten wiederholt mitgeteilt worden, 
dass radioaktive Substanzen, deren biologische Wirkung auf die ver- 
schiedenen Gewebe des Kérpers wir in mehrfacher Hinsicht mit der der 
Réntgenstrahlen gemeinsam besprechen kénnen, fiir die therapeutische 
Verwendung auch auf unserem Gebict, wie in anderen Zweigen der 
Medizin, warm zu empfehlen sind. Nach bisherigen Mitteilungen stim- 
men jedoch die Behandlungsresultate in den einzelnen Fiillen nicht immer 
iiberein, sondern zeigen 6fters ziemlich grosse Abweichungen, soweit sie 
sich auf maligne Geschwiilste und Tuberkulose des Auges und seiner 
Umgebung beziehen. So hatte Jendralski” bei sieben Fiillen von 
Glioma retinae ganz systematisch Radiotherapie angewandt. In zwei 
Fillen ist es ihm tatsiichlich gelungen, mehrere Jahre (5 bzw. 5 Jahre) 
beobachtete Rezidivfreiheit zu erzielen, wiihrend die tibrigen Fille auf 
die Strahlenbehandlung nur mit einer gewisse Zeit dauernden Wachs- 
tumshemmung oder voriibergehender Riickbildung der Geschwulst 


reagierten. Duncun” sprach auf Grund seiner eigenen klinischen 
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Beobachtung bei drei Gliomfiillen aus, dass die Prozentzahl von Rezidiven 
wohl betriichtlich kleiner wird, falls die Radiumbehandlung nach der En- 
ukleation des affiizierten Auges streng und ausgiebig durchgefiihrt wiirde. 
Auf sechs Gliomfiille von Janeway” schien, mit Ausnahme eines Falls, 
bei dem der Tumor klinisch relativ lange Zeit rezidivfrei geblicben war, 
die Radiumbestrahlung keinen wesentlichen therapeutischen Einfluss 
ausgeiibt zu haben, indem die Geschwulst immer weiter fortwuchs. 

Auch beim Sarkom zeigen die Ergebnisse der Radiumbehandlung 
im grossen dieselben Verhiiltnisse, wie beim Glioma retinae. Ryerson 
teilte mit, dass ein Sarkomrezidiv der Augenbraue durch Applikation 
von Radium in geeigneter Dosis véllige Heilung erzielt habe. Sehr 
viinstiger Erfolg, wie betriichtliche Verkleinerung oder vélliges Schwin- 
den des Tumors sind auch von Flemming” (zwei Fille von Sarkom 
des Bulbus), New und Benedict™ (ein Fall von Sarkoma orbitae), 
Klock” (zwei Fille von epibulbiirem Sarkom und ein Fall von 
Melanosarkom des Ziliarkérpers) und Finzi” (ein orbitales Sarkomre- 
ziliv) berichtet worden. Demgegeniiber stimmen jedoch Janeway” und 
Jendralski® darin iiberein, dass die Strahlentherapie beim Sarkom, 
insbesondere der Augenlider und der Orbita, nur als recht wenig erfreu- 
lich zu bezeichnen ist, da eine wirkliche Heilung unter Beriicksichtigung 
geniigend langer Rezidivfreiheit nur ausserordentlich selten zu beobachten 
ist, so dass cine einfache chirurgiche Exstirpation dfters viel bessere 
Resultate erzielen konnte. 

Bei tuberkulésen Augenerkrankungen scheinen die Verhiiltnisse 
etwas anders zu liegen, obwohl diesbeziigliche Mitteilungen bisher noch 
durchaus spirlich sind. Koster” sprach sich iiber die therapeutischen 
Resultate der radioaktiven Substanzen bei den verschiedenen Formen der 
Augentuberkulose sehr giinstig aus. Durch Anwendung von Mesothorium 
konnte auch Jendralski” vollkommene Heilung bei cinem typischen 
Fall von Konjunktivaltuberkulose erzielen, welche zuerst durch Behand- 
lung mit Quarzlicht relativ wenig gebessert worden war. Es gibt 
meines Wissens keinen bisher mitgeteilten Fall, bei dem Radiumbehand- 
lung versagt hat. Auf der therapeutischen Brauchbarkeit der Rént- 
genstrahlen fussend, darf man wohl mit Recht vermuten, dass auch das 
Radium auf Augentuberkulose giinstige Wirkung ausiiben werde, eine 
Annahme, fiir deren Sicherheit allerdings noch weitere klinische Beo- 
bachtungen mit grossem Material, ja unter Umstiinden sogar experimentelle 


Versuche erforderlich sind. Wiihrend der letzten einigen Jahre unterzog 


ich in der hiesigen Klinik eine Anzahl von Augenerkrankungen der 
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Radiumbehandlung, bei denen es sich teils um maligne Geschwiilste 
(Glioma retinae, Sarkom und Karzinom), teils aber um tuberkulése 
Affektionen handelte. Beyor ich zur Beschreibung der Protokolle ein- 
zelner Fiille iibergehe, scheint es mir nicht iiberfliissig, zu bemerken, dass 
ich bei allen Versuchen 49,46 mg Radiumbromit benutzte, welches im 
Glasréhrchen mit 0,5 mm dicker Platinhiilse frei beweglich cingeschlossen 
war. Bei der Anwendung ist es in der Regel mit 0,5 mm Bleifilter 
versehen, soweit tiiber die Filtration der Strahlen keine besondere Anwei- 


sung gegeben wird. 


A. Klinische Beobachtungen. 
I. Epibulbires Karzinom. 


49jihriger Mann, M. U., aufgenommen am 14. 1. 1922. Vor ca. 6 Monaten 
bemerkte er am temporalen Hornhautrand des rechten Auges, entsprechend dem 
Lidspaltenbezirk, ein reiskorngrosses Knétchen yon rétlicher Farbe, welches sich nach 
seiner Angabe allmiihlich, aber relatiy schnell bis auf seine heutige Grisse vergrisserte. 
Befund: Man sieht an der angefiihrten Stelle eine erbsengrosse Geschwulst mit maul- 
beerartig unebener Oberfliiche. Sie ist aber flach erhaben (ca. 2,5mm hdher als das 
Hornhautniveau), relativy scharf begrenzt und durch neugebildete Gefiisee yon benach- 
barter Bindehaut besetzt. Visus 0,5. 

24. I. Die Geschwulst wird unvollstiindig, doch griésstenteils abgetragen. Mikro- 
skopisch wird die Diagnose ,, epibulbiires Karzinom “ sicher gestellt. 

Vom 25. I. bis 5. II. wird fast tiglich je 15-24 Stunden, im ganzen 199 Stunden 
lang mit Radium bestrahlt, wobei dies auf die geschlossenen Lider der erkrankten 
Seite, mit Heftpflaster verklebt, gelegt wurde. 

6. II. Die Lidhaut der Applikationsstelie stark gerétet und teilweise erosiert, 
aber nicht geschwiirig zerfallen. 

22. II. Keine weitere Wucherung der Geschwulst nachweisbar. Entlassung unter 
gutem Allgemeinbefinden 

10. IV. 1924, d.h. 2 Jahre u. 4 Monate nach der Bestrahlung. Nach Erwiderung 


auf unsere Anfrage soll die Geschwulst véllig rezidiyfrei geblieben sein. 


II. Carcinoma palpebrae. 


Frau, K. T., 58 Jahre alt. Vor 10 Jahren entwickelte sich an ihrem linken 
Oberlid ein kleinfingerspitzgrosser Tumor, der damals von einem Arzt unter Diagnose 
Chalazion operatiy behandelt wurde. Vor 3 Jahren bemerkte sie wieder an derselben 
Stelle einen reiskorngrossen Tumor, der sich allmihlich vergrésserte und ein Jahr 
spiiter ungefiihr Walnussgrésse erreichte, so dass das ganze Oberlid des linken Auges 
davon schon grésstenteils besetzt wurde. Durch Probeexzision konnten wir Carzinoma 
palpebrae feststellen. Vom 8. bis 28. X. 1919 wurde die Geschwulst in unserer Klinik 
wiederholt der Réntgenbestrahlung unterzogen. 25. XI. 1919 war die Geschwulst 


klinisch yéllig verschwunden, und die Patientin wurde entlassen. 
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2, XII. 1921. Abermalige Aufnahme wegen Tumorrezidives, welches sich schon 
wieder bis ber Giinseeigriésse entwickelt hatte und vor einigen Wochen von einem 
Arzt unvyollstiindig exstirpiert worden war. Die zentralen Teile des Tumors sind 
geschwirig zerfallen und riechen jauchig. Die Geschwulstmasse ist schon tief in die 
Orbita eingedrungen. Der Bulbus ist leicht hervorgetrieben und stark nach unten 
gedriingt. Die im Lidspaltenbezirk blossgelegte Hornhaut ist xerotisch getriibt. Driisen- 
metastase aber nirgends zu finden. 

2., 3. und 4, XII. Radium je 2 Stunden direkt am Geschwulstteil appliziert. 

5.-15. XII. Tiiglich in Sitzungen von 17 Stunden verschiedene Stellen der Ge- 
schwulst bestrahlt. 

16. XII. Die Geschwulst verkleinert sich allmiihlich, und der jauchige Geruch ist 
nicht mehr so heftig. 

27. XII. Der Tumor betriichtlich geschrumpft, nicht mehr jauchig. 

19. IT. 1922. Tumor lisst sich klinisch nicht mehr als solcher erkennen. Lider 
grosstenteils narbig geschrumpft. Priiaurikulare Driise nicht tastbar; keine Metastase 
an anderen Kérperteilen. 

10. VIT. In der Zwischenzeit nicht beobachtet. Ein Karzinomrezidiy an der 
narbig geschrumpften Stelle des Oberlides aufgetreten. 

11.-16. VII. Radium tiiglich je 15 Stunden lang angewendet. Bald nachher war 
der Tumor wieder zuriickgebildet. 

20. I. 1923. Rapid wachsendes Tumorrezidiy, tief in die Orbita eindringend. 

24. II. Auftreten schwere Hirnsymptome, welche zweifellos durch weitere Ver- 
breitung des Tumors in die Schiidelhéhle bedingt sind. 

7. VII. 1925. Exitus letalis. 


I1I. Glioma retinae. 

Fall 1. Das Smonatige Téchterchen, F. K., aufgenommen am 23. II. 1922. 
Hereditiire Belastung negatiy. Vor ca. 7 Wochen bemerkte die Mutter auf der linken 
Pupille ihres Kindes einen goldgelben Reflex. Bei der ophthalmoskopischen Unter- 
suchung konnten wir an beiden Augen Netzhautgliom feststellen, welches links schon 
ins zweite Stadium mit Drucksteigerung (60 mm Hg nach Schiétz) vorgeschritten ist, 
wiihrend es sich rechts noch im Anfangsstadium befindet. 

24. II. Das linke Auge wird herausgenommen und das rechte der Radiumbehandlung 
unterzogen. 

6.-10. IIT. Mit Radium in Sitzungen von 15 bis 17 Stunden, Summa 70 Stunden 
bestrahlt. : 

15. III. Die Geschwulst scheint sich etwas verkleinert zu haben. 

14. IV. Entlassung aus iiusseren Griinden. 

23. XII. Die Kranke kam wieder. Der ophthalmoskopische Befund im rechten 
Fundus zeigt weder weitere Verschlimmerung noch erkennbare Riickbildung der Ge- 
schwulst in der Netzhaut. Die Pupille reagiert auf Licht gut. Keine Metastase nach- 
weisbar. Links rezidivyfrei. 

1. V. 1914. Die Patientin starb an Glioma retinae (nach der Nachricht ihrer 


Angehiérigen). 


Fall 2. Sjihriger Knabe, T.T., Aufnahme in die Klinik am 29. Miirz 1921. 
Die iiber taubeneigrosse Geschwulst des linken Auges, an welchem nach Aussage des 
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behandelnden Arztes vor ca. einem Jahre unter Diagnose Panophthalmitis eine Exen- 
teratio bulbi ausgefiihrt wurde, konnten wir durch histologische Untersuchung des 
unyollstiindig exstirpierten Stiickes als Glioma retinae feststellen. Radiumbestrahlung 
wurde, ohne dass Exenteratio orbitae yorausging, sofort yorgenommen. 

30. III.-11. IV. Mit Radium fast tiglich oder jeden zweiten Tag in Sitzungen 
yon 14 bis 24 Stunden, im ganzen 99 Stunden bestrahlt. 

19. IV. Die Geschwulst rapid fast véllig zuriickgebildet. 

30. IV. Von Geschwulstmasse klinisch keine Spur mehr in der Orbita zu ertasten. 

3. VI. Tumorrezidiy zu bemerken. 

11.-29. VI. Abermalige Radiumbestrahlung fast tiiglich je zwei Stunden. 

18.-27. VII. Weiter tiiglich Sitzungen yon 15 bis 20 Stunden, Summa in dieser 
Serie 153 Stunden. 

1. VIIT. Lider links betriichtlich stark narbig geschrumpft und tief in die Orbita 
eingezogen, dass die Geschwulstmasse dort véllig verschwunden zu sein scheint. 

25. X. Die Sehschirfe des bisher ganz normalen rechten Auges herabgesetzt. 
Ophthalmoskopisch ist aber im Fundus keine Veriinderung zu konstatieren. 

14. XI. Schwere Hirnsymptome aufgetreten. 

6. II. 1922. Exitus letalis. Bei der Obduktion sah man, dass die vordere Schiidel- 


grube schon grdsstenteils yon Geschwulstmasse erfiillt war. 


Fall 3. 7jiihriges Miidchen, K. S., aufgenommen am 9. XII. 1922. Vor ca. 8 
Monaten machte sich zuerst ein goldgelber Reflex aus der linken Pupille der Patientin 
bemerkbar. Seit einem: Monate traten Schmerzen und Rétung am kranken Auge auf. 
Diagnose: Glioma retinae o. s. 

19. XIT. Enukleation des linken Auges unter lokaler Anaesthesie ausgefiihrt. 

21., 22. und 23. XII. Mit Radium tiglich je 17 Stunden, im ganzen also 51 
Stunden bestrahlt. 

Die mikroskopische Untersuchung des herausgenommenen Bulbus ergab, dass der 
Sehnery noch véllig verschont blieb und auch die Sklera nirgends yon Gliomzellen 
durchbrochen war. 

16. IV. 1924. In Erwiderung der Patientin auf unsere Anfrage ist kein Rezidiv 


aufgetreten und sie befindet sich sehr wohl. 


VI. Sarkom der Aderhaut. 


Fall 1. T. Kosai, 7jiihriges Miidchen. Aufnahme am 27. XII. 1921. Seit ca. 
6 Monaten erleidet sie nach Angabe eine Sehstérung und Hervortreten des linken Auges. 
Die intraokular sich entwickelnde Geschwulst durchbrach schon die Bulbushiille. 
Hornhaut giinzlich zerstért. Nach unyollstiindiger Exstirpation der Geschwulst, deren 
mikroskopische Untersuchung die Diagnose Sarcoma choroideae ergab, wurde Radium- 
behandlung vorgenommen. 

28. XII. bis 8. I. 1922 wurde mit Radium, welches auf die geschlossenen Lider 
aufgelegt war, tiiglich oder jeden zweiten Tag in Sitzungen yon 9-19 Stunden, im 
ganzen 165 Stunden bestrahlt. 

9. I. 1922. Tumor betriichtlich verkleinert. 

21. I. Tumor nicht mehr als solcher in der Orbita zu fiihlen. Keine Metastase. 
Entlassung unter gutem Allgemeinbefinden. 
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20. VIII. Wiedergekommen mit Klagen iiber Kopfschmerzen. Auftreten schwerer 
Hirnsymptome, welche hiéchstwahrscheinlich auf eine weitere Verbreitung der Geschwulst 
in die Schiidelhéhle hinein deuten, wenn auch die Orbita vom Rezidiy véllig verschont 
bleibt. 

16, IX. 1922. Gestorben. 


Fall 2. S. Aisawa, 10jihriger Knabe, Aufnahme am 25. XI. 1921. Die Sehkraft 
seines linken Auges ging ihm schon yor ca. einem Jahre verloren. Kiirzlich traten am 
betreflenden Auge heftige Schmerzen auf, welche sehr hiiufig yon Ubelkeit oder Er- 
brechen begleitet waren. Der etwas hervorgetriebene Bulbus ist stark gerétet. Spannung 
betrigt 44mm Hg Schiétz. Klinische Diagnose lautet: himorrhagisches Glaukom. 

8. II. Wegen unertriiglicher Schmerzen wurde das erblindete Auge herausge- 
nommen. Bei der Operation sah man, dass es sich um eine intraokulare Geschwulst 
handelt, welche schon in den Sehnerven eine Strecke weit hineingewuchert war, sodass 
eine vollkommene Exstipation leider fast unméglich ist. 

Durch histologische Untersuchung wird die Diagnose Rundzellensarkom der Ader- 
haut festgestellt. 

9.-15. II, Mit dem tief in die Orbita eingefiihrten Radium tiiglich je 9-17 
Stunden—Summa 84 Stunden bestrahlt. 

13. IIT. Kein Tumorrezidiy. Entlassung unter Wohlbefinden. 

7. X. 1922. Nach der Nachricht des behandelnden Arztes soll ein Tumorrezidiy 
aufgetreten sein. 

14. X. Exitus letalis. 


V. Sarkom der Orbita. 


T. Onuma, 34jiihrige Frau, Aufmahme am 8. V. 1928. Vor ca. einem Jahre 
bemerkte die Patientin eine Geschwulst, von der Gegend der orbitalen Triinendriise 
ausgehend und allmiihlich sich vergréssernd. Die Geschwulst ist einerseits schon tief 
in die Orbita hineingewuchert und zeigt andererseits Neigung, sich entlang der jiusseren 
Knochenwnad weiter auf die Schlifengegend zu verbreiten. 

Mikroskopische Untersuchung des unvollstiindig exstirpierten Geschwulststiickes : 
Rundzellensarkom. 

8.-23. V. Tiiglich oder jeden anderen Tag mit Radium in Sitzungen yon 13-24 
Stunden direkt verschiedene Stellen der Geschwulst bestrahlt —Summa 207 Stunden 

24. V. Gesehwulst klinisch schon yollkommen yerschwunden. Drei Monate nach 
der lezten Bestrahlung trat jedoch ein Tumorrezidiy auf. 

21, IT. 1924. Gestorben. 


VI. Tuberkulése Erkrankungen des yorderen 


Augenabschnittes. 


Fall 1. 7jiihriger Knabe, H. O., aufgenommen 20. X. 1919. Seit 5 Monaten 
hat er nach Angabe sein jetziges Augenleiden. Befund: Linkes Oberlid leicht ptotisch. 
In der temporalen Hilfte der Lidriinder sieht man eine Geschwiirbildung, welche 
hauptsichlich ihre iiusseren zwei Drittel bedeckt und sich einerseits auf die Lidriinder 
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wie auch andererseits auf den Ubergangsteil weiter zerstérend verbreitet. Die Ge- 
schwirrinder sind unregelmiissig, aber nicht so unterminierend. Der Geschwiirgrund ist 
mit spiirlichen Miliarknétchen besetzt. Probeimpfung auf das Kaninchenauge positiv 
ausgefallen. Diagnose: Bindehauttuberkulose. Wiederholte ‘Atzung mit konzentrierter 
Milchsiiurelésung war erfolglos ; das Geschwiir zeigt immer progressiven Zustand. 

15. XII. bis 12. II. 1920 wird Radium 20-mal in Sitzungen von 15-30 Minuten 
angewendet. Ausbreitung des Geschwiires hért schon nach der fiinften Bestrahlung 
vollig auf. Gegen Ende Januar ist die Geschwiirfliiche mit neugebildeten Epithelien 
volistiindig tiberzogen. Der Kranke wurde unter villiger Heilung entlassen. Seitdem 
ist schon iiber drei Jahre kein Rezidiv eingetreten. 


Fall 2. S. Hosokawa, 18jiihriges Miidchen, aufgenommen am 27. IJ. 1920. An 
ihrer unteren Lidbindehaut des rechten Auges sieht man ein seichtes ca. 10 mm breites, 
unregelmiissig rundliches Geschwiir, welches nach Angabe seit 143 Jahren bestanden 
hat und sich jetzt weiter auf die Lidriinder verbreitet. Der Geschwiirgrund ist mit 
zahlreichen papilliiren Wucherungen versehen. 

7., 8., 12., 15., 17. und 19. ITI. Mit Radium je eine Stunde lang bestrahlt, wodurch 
wir in diesem Fall dauernde Heilung erzielen konnten. Nachher hatte das Miéidchen 
keine Beschwerden mehr an den Augen, bis sie am 5. IX. 1922 an einem internen 


Leiden starb. 


Fall 3. T. Murai, 17jihriges Miidchen, aufgenommen am 25. V. 1922. Patientin 
hat nach Angabe seit letztem April Rétung, Lichtscheu und Schmerzen am linken 
Auge. Befund: Links pericorneale Injektion von miissigem Grade. An der unteren 
Limbusgegend zeigt die Sklera eine umschriebene Erhabenheit mit bliulichroter Ver- 
fiirbung. Durch die relatiy klare Hornhaut massenhafte Deszemet’sche Beschliige zu 
sehen. Die Pupille ist durch grauweisses Exsudat verschlossen, hintere Irissynechie 
hochgradig. Die Iris selbst schmutzig briiunlich verfiirbt und angeschwollen und mit 
disseminierten Miliarknétchen besetzt. Einblick in den Fundus unméglich. Visus 
Handbewegung vor dem Auge. Tuberkulinreaktion stark positiv ausgefallen. 

5., 6. und 7. VI. Radium je 14-15 Stunden, im ganzen 55 Stunden angewendet. 

10. VI. An der Applikationsstelle des Radiums ist die Lidhaut stark gerétet und 
teilweise erosiert. 

Im weiteren Verlauf zeigt der Krankheitsprozess keine bemerkbare Riickbildung, 
sondern vielmehr Neigung, immer fortzuschreiten. 

29. VIII. Enucleatio bulbi vorgenommen. Histologische Diagnose: Progressive 
Tuberkulose des vorderen Bulbusabschnittes mit drohender Perforation. 


Fall 4. T. Itabashi, Sjiihriges Miidcher, aufgenommen am 25. I. 1925. Klage 
iiber Rétung und Lichtscheu am linken Auge seit ca. einem Monate. Befund: Miissig 
stark ziliar injiziert. Hornhaut klar. Vorderkammer flach. Pupillenriinder an 
mehreren Stellen hinten synechiert, Lichtreaktion triig. Iris leicht angeschwollen und 
ihre Figur mehr oder weniger undeutlich. An ihrer Oberfliche sieht man mehrere 
kleine Knétchen von wechselnder Grisse. Tension normal. Visus Fingerziihlen in 1 
m. Rechts o. B. 

10., 11. und 14. II. Radium je 15-24 Stunden angewendet. 

15. II. Die Lidhaut ist an der Applikationsstelle des Radiums gerétet und etwas 
angeschwollen. 

22. II. Die Knétchen in der Iris verkleinern sich merklich. 
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5. III. Kleinere Knétchen teilweise yerschwunden. 

18. III, Die Knétchen sind bis auf ein im nasalen Teil be‘indliches resorbiert. 
Verfiirbung und Schwellung der Iris noch geblieben. 

20. V. Entziindliche Erscheinungen der Iris treten nicht linger mehr auf. Visus 


Fingerzihlen in 3m. 


Fall 5. i4jihriger Knabe, K. §8., suchte am 13. XI. 1923 unsere Poliklinik auf. 
Seit ca. 1% Monaten hat er nach Angabe an seinem linken Auge Reizerscheinung mit 
zunehmender Sehstérung. Befund: Links ziliare Injektion leichten Grades vorhanden. 
Die Sklera ist von normaler Beschaffenheit. Die Hornhaut leicht diffus getriibt und 
an ihrer hinteren Fhiche zahlreiche Priizipitate anliegend. Vorderkammer etwas tiefer 
als rechts. Pupille unregelmiissig oval und von grauweisser Exsudatmasse fast vollig 
verschlossen. Stark geschwollene Iris ist dunkelbriiunlich verfiirbt und mit mehreren 
typischen Tuberkeln wechselnder Grésse versehen. Sonst sieht man an ihrer Vorder- 
tliiche fibrinése Substanz verklebt. Hineinblicken in den Fundus allerdings unmgéglich. 
Visus Lichtschein. Tension 27 mm Hg Schiétz. Rechts normal. Tuberkulinreaktion 
stark positiv. Wassermann negatiy, sonst keine Anhaltspunkte fiir Lues. 

Radiumbehandlung: Vom 15. bis 23. XI. 5mal in Sitzungen yon 3-17 Stunden, 
im ganzen 53 Stunden lang bestrahlt. 

Im weiteren Verlauf trat ziemlich heftige Rétung und Schwellung beider Lider 
als reaktive Entziindung durch Radiumapplikation auf. Dessenungeachtet zeigen die 
Reizerscheinungen der Iris keinen merklichen Rickgang. 

10. XII. Stark gereizte Lider mit Blischenbildung fangen an geschwirig zu zer- 
fallen. 

21. XII. Reizerscheinungen der Iris und Hornhaut werden immer mehr heftiger, 


so dass deswegen die Enukleation des betreffenden Auges ausgefiihrt wird. 


Fall 6. 18jihriges Miidchen, H. Y., kam zuerst am 30. VI. 1923 unter Diag- 
nose Conjunktivitis phlyktinulosa bds. zu uns in ambulatorische Behandlung. Sie hat 
ferner Lymphdriisenanschwellung des Halse:, welche in der chirurgischen Abteilung 
(Prof. Dr. Sekiguchi) als tuberkulése Natur diagnostiziert wurde. Die Augenaffektion 
wurde mit 2%Ziger gelber Priizipitatsalbe und kalten Umschligen einige Wochen lang 
vergebens behandelt. Das reiskorngrosse phlyktiinuliire Knétchen an der rechten Bul- 
biirbindehaut wird abgetragen und ins Kaninchenauge verimpft, bei dem nach 27 Tagen 
typische tuberkuldse Iritis mit Knétchenbildung auftrat. Das bohnengrosse Knétchen 
am linken Auge wird mit Radium bestrahlt, und zwar vom 3. bis 7. VII tiiglich je 
14-1 Stunde lang; sonst nichts. 

9. VII. Das betreffende Knétchen verkleinert sich betrichtlich und ist wenig 
gerotet. 

11. VII. Knétchen vydollig resorbiert und ganz spiirliche umschriebene Rétung 
zuriickgeblieben, welche man als den Ort des friiheren Phlyktiin erkennt. Im weiteren 
Verlauf bis zum 12. V. 1924 tritt kein Rezidiy auf. 


Fall 7. 26jihriger Mann, M.H., suchte am 10. II. 1924 unsere Poliklinik auf. 
Angeblich litt er seit letztem Janur an tuberkulésem Halslymphom bds., und seit ca. 
einem Monate an Triinenfluss und Augenbutter des rechten Auges. Ophthalmologische 
Diagnose: Bindehauttuberkulom im unteren Ubergangsteil. Man sieht in der unteren 
Fornixbindehaut rechts, nahe dem iiusseren Augenwinkel, eine iiber erbsengrosse Ge- 
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schwulstbildung mit glatter Oberfliche und unscharfer Grenze. Die ubrigen Teile der 
Bindehaut sind nur leicht hyperiimisch. 

22. II. Ein probeweise exstirpierte: Geschwulststuck, welches teils ins Kanin- 
chenauge verimpft und teils histologisch untersucht wurde, erweist sich zweifelsohne als 
Tuberkulose 

Der ubrig gebliebene Teil der Geschwulst wird dann mit Radium sehr erfolgreich 
bestrahlt, niimlich vom 22. IT. bis 1. ITI. fast tiglich je eine Stunde. 

28. II. Geschwulst grisstenteils resorbiert. 

7. ITI. Unmschriebene spirliche Rétung der betreffenden Bindhautstelle lisst sich 
als friiherer Sitz der Geschwulst erkennen, 


Das Auge bleibt in der Folgezeit dauernd ydllig rezidivfrei. 


Unter den oben erwiihnten, mit Radium behandelten Geschwiilsten 
ist der Fall von epibulbirem Karzinom schon iiber zwei Jahre rezidivfrei 
geblieben, so dass man wohl von einem schénen Erfolg der radioaktiven 
Substanzen sprechen kann. Bevor ich jedoch dies hervorhebe, ist daran zu 
erinnern, dass es auch nicht selten Fille gibt, bei denen eine einfache 
chirurgische Operation vollkommene Rezidivfreiheit erzielen konnte. In 
einem von uns beobachteten Fall handelt es sich um ein 20jiihriges Miid- 
chen mit Xeroderma pigmentosum. Vor zwei Jahren bemerkte die 
Patientin am temporalen Hornhautrand des linken Auges eine kleine 
Geschwulst sich entwickelnd, welche allmihlich wuchs und zur Zeit der 
Exstirpation Kleinfingerspitzengrésse erreichte und durch mikroskopische 
Untersuchung als typisch epibulbires Karzinom festgestellt wurde. Ohne 
dass dabei nach der Abtragung eine therapeutische Massnahme besonderer 
Art vorgenommen wurde, fiihrte sie zur dauernden Heilung. Koyana- 
gi” hat friher auch einen ihnlichen Fall mitgeteilt, bei welchem das 
epibulbire Karzinom unter dem Bilde des Hornhautgeschwiirs trotz 
unvollstiindiger Exstirpation der bulbiren Bindehaut, die vermutlich 
schon mitergriffen war, ein Rezidiv nicht aufgetreten war. 

Auch in einem Fall von Glioma retinae (Fall 3), welcher nach der 
Enukleation des affizierten Auges eine Zeit lang mit Radium bestrahlt 
wurde, konnte ich mit héchster Wahrscheinlichkeit Rezidivfreiheit 
erzielen. In diesem Fall beschriinkt sich indessen die Geschwulst nach 


pathologisch-anatomischer Untersuchung noch aufs Bulbusinnere. Der 


Sehnerv war allerdings davon vollkommen verschont geblieben, so dass 


es m. E. richtiger ist, die Rezidivfreiheit nicht der Strahlenbehandlung 
selbst, sondern vielmehr der einfachen chirurgischen Operation zuzu- 
schreiben. 

In den iibrigen Geschwulstfiillen war fast ausnahmslos binnen eines 


Jahres Rezidiv eingetreten, obwohl sie immer mit grosser Menge von 
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Radiumstrahlen intensiv bestrahlt wurden und darauf prompt mit 
schneller Riickbildung reagierten. Die riicksichtslose Anwendung des 
Radiums verursacht freilich nicht selten verschiedene schiidliche Wirkun- 
gen, wie Geschwirbildung der Lider, Triibung der Hornhaut und Linse, 
Netzhaut- und Sehnervenschidigung. Bei Behandlung maligner Gesch- 
wiilste braucht man jedoch die genannten Nebenwirkungen nicht immer 
streng zu vermeiden, da in solehen Fiillen immer die Gefahr besteht, dass 
der Krankheitsprozess bis zur Lebensgefahr fortschreitet. Aus diesem 
Grunde habe ich absichtlich mit sehr hoher Dosis von Radium behandelt, 
das meines Wissens auf ophthalmologischem Gebiet bisher noch niemals 
zur therapeutischen Anwendung gebracht wurde. Dessenungeachtet ist 
es mir leider nicht gelungen, cine dauernde Heilung zu erzielen. An 
diesem unerfreulichen Effekt scheint allerdings mehr oder weniger die 
Unterlassung Schuld zu tragen, eine méglichst ausgiebige Ausriiumung 
der Orbita dem Radiumgebrauch vorauszuschicken. Aus der klinischen 
Tatsache, dass man kurz nach der Bestrahlung in der mit Knochenwand 
umgebenen Orbitahéhle, wenn auch nur temporiir, von der Geschwulst 
meist fast keine Spur nachweisen konnte, lisst sich jedoch wohl richtig 
vermuten, dass eine geeignete Dosis von Radiumstrahlen sicher auch auf 
die Geschwulstzellen, die sich an der tiefsten Stelle der Orbita befinden, 
vernichtend wirken kann, ohne die Geschwulstmasse vorher grésstméglich 
zu exstirpieren. In meinem Fall 2 von Aderhautsarkom habe ich mich 
auch vergebens bemiiht, dessen weiteres Wachstum zu verhindern, trotz- 
dem es nach der Enucleation bulbi tiglich in Sitzungen von 9 bis 17 
Stunden wiihrend einer Woche mit Radium, im ganzen 84 Stunden 
bestrahlt wurde. Das Schicksal der mir zur Verfiigung stehenden Ge- 
schwiilste scheint also von der Behandlungsmethode viel weniger abhingig 
gewesen zu sein. 

Allerdings nehme ich auch an, dass bésartige Geschwiilste des Auges 
und seiner Adnexe iiberhaupt durch Radiumbehandlung zu betriichtlicher 
Riickbildung, ja nicht selten zu spurlosem Verschwinden gebracht werden 
kénnen. Doch ist es recht fraglich, ob sie im weiteren Verlauf tatsiichlich, 
wie gewisse Autoren mitteilten, dauernde Rezidivfreiheit erziclen kénnen, 


woriiber wir jedenfalls erst nach liingerer Beobachtung etwas Bestimmtes . 


za sagen vermdogen. 

Was die tuberkulésen Erkrankungen im vorderen Augenabschnitt 
anlangt, so sind die Resultate mit Radiumbehandlung nach meinen Ver- 
suchen im ganzen sehr erfreuliche. Mit Ausnahmen von zwei Fiillen 
(Fall 3 und 5), bei denen das affizierte Auge wegen des bestiindig 
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fortschreitenden Krankheitsprozesses herausgenommen wurde, konnten 
die ibrigen Fille véllige Heilung erzielen, ohne dass in der Folgezeit 
ein Rezidiv auftrat. So diirfen wir wohl sagen, dass radioaktive Substan- 
zen als physikalische Therapie unter geeigneter Anwendung auf Au- 
gentuberkulose sehr hiiufig eine erfolgreiche gliinzende Wirkung entfalten 
kénnen, obwohl dadurch freilich andere therapeutische Massnahmen 
keineswegs verdringt werden. Eine iihnliche Ansicht wurde auch schon 
von anderen Autoren geiiussert, dass ihre Resultate sich im grossen und 
ganzen mit denen der Réntgenstrahlen decken. Um die Wirkungsweise 
der Radiumpriiparate auf experimentellem Weg zu erforschen, hatte 
Flemming” vorher am Kaninchenauge Untersuchungen vorgenommen. 
Nach Impfung mit Tuberkelbazillen in die Vorderkammer hatte er mit 
2 mg Menge Radium 47 Stunden lang bestrahlt. Dann konnte man 
ihre Inkubationszeit um 8 Tage verliingern, gegeniiber dem Kontrolltier. 
Beim Auge mit schon klinisch sichtbarer Veriinderung ist keine Besse- 
rung oder dauernde Heilung mehr zu _ hoffen. Meist ist das Auge 
pertoriert, und die Versuchstiere sterben schliesslich. Solche Resultate, 
wie ich sie in der Literatur als einzige in dieser Richtung finden konnte, 
weichen jedenfalls von meiner klinischen Erfahrung zu weit ab, so 
dass es mir unbedingt erforderlich schien, mich mit den folgenden Ver- 


suchen zu_ befassen. 


B. Experimentelle Versuche am Kaninchenauge. 


Seit den ersten ausfiihrlichen Versuchen von Stock" ist es beim 
Kaninchen nicht so schwer, Augentuberkulose auf dem Wege intravenéser 
Injektion von Tuberkelbazillen zu erzeugen. In solchen Fiillen kann, 
wenn auch selten, einerseits eine entstandene Augenaffektion relativ 
leicht verlaufen, die sich sogar zuweilen spontan zuriickbildet. | Anderer- 
seits aber erliegt das Versuchstier der schweren Allgemeininfektion 
zu rasch, sodass der klinische Verlauf der Augenveriinderungen nicht 
lange genug beobachtet werden kann. In meinen Versuchen wurde also 
das Impfmaterial (tuberkuléses Gewebsstiick oder planmiissig verdiinnte 
Bazillenaufschwemmung) direkt in die Vorderkammer eingebracht. Nach 
bestimmter Inkubationszeit trat am geimpften Auge ausnahmslos typische 
Iristuberkulose auf, deren klinischer Verlauf sich im grossen mit der 
am menschlichen Auge auftretenden deckt, soweit sie unbehandelt 


gelassen wird. 


Tier 1. (Albino). 1125 g. 31. XII. 1921. Impfung in die linke Vorderkammer 
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mit tuberkulésem Gewebsstiick. Nach kurzer reaktiver Entziindung wird das Auge 
vollig reizfrei und das geimpfte Gewebe wird spurlos resorbiert. 

28. I. 1922. Sekretion der Bindehaut gesteigert. Ziliare Injektion leichten Grades 
aufgetreten. Tris miissig stark gerétet und gebuckelt. In ihren unteren Partieen sieht 
man sich einige gelbliche bis graue Miliarknétchen entwickeln. 

2. II. An dem bei der Impfung durchschnittenen Hornhautlimbus trat eine um- 
schriebene Entziindung mit Gewebswucherung auf. 

13. II. Tuberkulése Veriinderungen der Iris werden immer mehr heftiger. Iris 
mit zahlreichen Knétchen von wechselnder Grésse besetzt. Die stehend ovale Pupille 
mit starker hinterer Irissynechie ist durch Exsudatmasse verschlossen. 

16. II. Der Tris- und Hlornhautbefund zeigt keinen regressiven, sondern immer 
progressiven Vorgang. 

Radiumbestrahlung: Am 17., 18., 19. und 20. II. in Sitzungen yon je 14 bis 17 
Stunden—Summa 55 Stunden lang. 

28. II. Granulationsgewebe im Hornhautlimbus deutlich zuriickgebildet und 
Rétung verringert. Auch die Miliarknétchen der Iris haben an Zahl und Grisse 
betriichtlich abgenommen; ihre buckelige Schwellung merklich nachgelassen.  Zilien 
sowie Ilaare der Lider und ihrer Umgebung sind grésstenteils ausgefallen. 

2. III. Bindehaut gerétet, ihre Sekretion noch reichlich. Hornhautaffektion 
deutlich gebessert. Gefiissinjektion der Iris kaum zu sehen. 

9, III. Lidbindehaut noch miissig gerétet. Hornhaut obertfliichlich diffus, aber 
zart getriibt. Die umschriebene granulierende Entziindung des Ilornhautlimbus abklingt 
stark. Schwellung und Gefiissinjektion der Iris fast véllig verschwunden, aber noch 
einige Miliarknétchen zu sehen. Epilation der Lider auffallend, aber keine Geschwiir 
bildung an der betreffenden Stelle. 

19. IIT. Die Knétehen der Tris wurden bis auf ein kaum sichtbares resorbiert. 

29. IIT. Pindehaut nicht mehr injiziert. Friiher yorhandene oberflichliche Horn- 
hauttribung yoéllig nachgelassen. Auch die tuberkulésen Veriinderungen der Iris 
lassen sich nicht mehr als solche erkennen. Ausgefallene Haare der Lider beginnen 


wieder zu wachsen. 


Tier 2. Gewicht 2000 g, 4. XI. 1921. Eine zweckmiissig verdiinnte Aufschwem- 
mung yon Tuberkelbazillen (T'ypus humanus) wird in die linke Vorderkammer ein- 
gespritat. 

Durch Injektion bedingte Reizerscheinung hat 19 Tage spiiter yollkommen nach 
gelassen. ' 

2. XII. Ziliare Injektion aufgetreten. Pupille unregelmiissig rundlich, an ihren 
Riindern spiirliches Exsudat zu sehen. 

8. XII. In der stark geréteten und gebuckelten Iris entwickeln sich einige 
gelbliche Miliarknétchen. 

25. XII. Knétchen nehmen allmiihlich an Zahl und Grésse zu. 

31. XII. Schleimige Bindehautsekretion reichlich. Entziindliche Erscheinungen 
der Iris werden heftiger. Entsprechend der Durchstichstelle der Hornhaut sieht man 


sich zwei kleine Knétchen entwickeln. Der Bulbus leicht hervorgetrieben. 


14. I. 1922. Bindehaut stark gerétet. Exophthalmus zugenommen. Ziliare In- 
jektion ebenfalls hochgradig. An der hinteren Fliche der Hornhaut treten einige 


stecynadelkopfgrosse gelbliche Knétchen mit Gefiissneubildung von der Bulbiirbindehaut 
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auf. Graue bis gelbliche Knétchen yon wechselnder Grisse in der Iris vermehren sich 


betriichtlich. 


Radiumbestrahlung: Vom 15. bis 31. I. &mal, je 132-16 Stunden, im ganzen 52 


Stunden angewendet. 

8. II. Der hervorgetriebene Bulbus wieder in fast normale Lage zuriickgetreten. 
Miliarknétchen in der Iris jetzt grisstenteils resorbiert. 

14. II. Epilation der Lider und ihrer Umgebung hochgradig. 

9. III. Buindehaut noch leicht gerétet. In der zart, aber diffus getribten Horn 
haut keine knétchenférmigen Triibungen mehr zu sehen. Auch die Knétchen in der 


Iris sind vollig resorbiert, ohne merkliche atrophische Veriinderung zu hinterlassen. 


29. IIT. Diffuse Hornhauttriibung wieder aufgehellt. Rétung und Buckelung « 


Iris nachgelassen. In der Folgezeit trat kein Rezidiy ein. 


Tier 3. (Albino), 2270 g schwer, 30. ITI. 1921. Ein kleines Stiick tuberkulésen 
Irisgewebs vom Kaninchen wird durch Schnittwunde der Hornhaut in die rechte Vor- 
derkammer eingefiihrt. 

15. 1V. Nach kurzer reaktiver Entziindung wird das geimpfte Gewebsstiick spurlos 
resorbiert. 

22. IV. Reizerscheinungen aufgetreten. Iris leicht gerétet und gebuckelt. 

27. IV. Miissig stark ziliar injiziert. Klare Hornhaut. An den Riindern der 
unregelmiissig rundlichen Pupille in der Iris entwickeln sich einige Miliarknétchen. 

1. V. Reizerscheinungen werden heftiger, Vorderkammer flacher. Hornhaut ist 
in ihren zentralen Partien leicht getriibt. Iris deutlich gebuckelt, an ihrer Oberfliche 
stellenweise durch grauweisse Exsudate verklebt. 

11. V. Knétchen der Iris nehmen an Zahl und Grdésse zu. 

21. V. Krankheitsprozess immer progressiy. 

Radiumbestrahlung: Vom 21. bis 24. V. tiiglich je 14 bis 17 Stunden, im ganzen 
65 Stunden lang. F 

26. V. <Augenbutter reichlich, Bindehaut miissig stark gerétet. Hornhaut leicht 
diffus getriibt. Entziindliche Erscheinungen der Iris gehen noch nicht zuriick. 

31. V. Hornhauttriibung etwas aufgehellt. Knétchen der Iris fangen an, sich 
zuriickzubilden. An der Applikationsstelle des Radiums und in ihrer Umgebung tritt 
starke Epilation ein. 

10. VI. Bindehaut leicht gerétet. Hornhauttriibung spurlos verschwunden. In 
der Iris sind Knétchen wie auch Buckelung mit Gefiissinjektion nicht mehr zu sehen. 


25. VI. Kein Rezidiv aufgetreten. Ausgefallene Haare beginnen wieder zu wachsen. 


Tier 4. (Albino), 2240 g, 30. IV. 1922. Impfung eines tuberkuliésen Gewebsstiickes 
in die linke Vorderkammer; ca. zwei Wochen spiiter wird das geimpfte Gewebe spurlos 
resorbiert und Bulbus einmal yollig reizfrei. 

22. V. Ziliare Injektion aufgetreten. Iris leicht gebuckelt und gerétet, hintere 
Synechie an einigen Stellen der Pupillarriinder. 

27. V. Bindehautsekretion reichlich. Klare Hornhaut. Miliarknétchen in der 
Iris yereinzelt aufgetreten. 

1. VI. Reizerscheinungen miissigen Grades. Hornhaut ist in ihrer Mitte diffus 
getriubt. In der stark geschwollenen Iris, besonders in ihrer unteren Hilfte, entwickeln 
sich Knétchen yon wechselnder Grosse. 

11. VI. Sekretion gesteigert. Stark ziliar injiziert. Diffuse Hornhauttriibung. 
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Entziindliche Erscheinungen der Iris werden immer hetiger. 

23. VI. Iris ist mit massenhaften Knétchen besetzt. Bulbus etwas hervorgetrieben. 

Radiumbehandiung: 24.-28. V. tiiglich je 3-24 Stunden—Summa 78 Stunden. 

5. VII. Augenbutter etwas vermindert. Hornhauttriibung mehr oder weniger 
aufgehellt. Anschwellung der Iris zuriicktretend. Die hinteren Synechien mit unregel- 
miissig ovaler Pupille aber noch deutlich. Knétchen in der Iris nahmen auch an 
Zahl und Grisse bedeutend ab. Haare des Oberlides stark ausgefallen. 

15. VII. Hornhaut von fast normaler Klarheit. Iris schon nicht mehr hyperiimisch. 

Die Knétchen wurden bis auf nur eines am unteren Pupillarrand resorbiert. 
Epilation hochgradig. 

28. VII. Entziindliche Verinderungen der Iris fast véllig nachgelassen aber 
sekundiire Atrophie zurickgeblieben. 

15. VIII. In der Folgezeit kein Rezidiy aufgetreten. 


Tier 5. (Albino) Gewicht 2015 g, 30. III. 1922. Impfung in die rechte Vorder- 
kammer mit tuberkulésem Gewebsstiick. 

15. IV. Geimpftes Gewebe grisstenteils resorbiert. 

22. IV. Leichte Reizerscheinungen aufgetreten. Am oberen Hornhautrand, wo 
die Schnittwunde fur die Einftihrung des Impfmaterials angelegt wurde, sieht man 
ein reiskorngrosses Knétchen sich entwickeln. 

27. IV. Sekretionssteigerung. Starke Ziliarinjektion. Iris gebuckelt und gerétet ; 
einige gelbliche Knétchen in ihr ausgebildet. 

4. V. Heftige Reizerscheinungen des Bulbus. Das kleine Knétchen am Horn- 
hautrande wird jetzt erbsengross und die Hornhaut diffus getriibt. Die Vorderkammer 
flacher als die der gesunden Seite. Puckelung und Rétung der Iris, darin aufgetretene 
Knétehen an Zahl und Grésse zugenommen, von denen das grésste Hanfkorngrisse 
erreicht. 

17. V. Bindehaut stark gerétet und Sekretion gesteigert. Die Hornhauttriibung 
wird etwas intensiver. Knétchen in der Iris vermehrten sich bedeutend. 

Radiumanwendung: Vom 17. bis 20. V. je 15-17 Stunden, im ganzen 65 Stunden. 

22. V. Reizerscheinungen der Iris werden heftiger. 

2. VI. Augenbutter spirlich, die Bindehautrétung wird geringer. Hornhauttrubung 
betriichtlich aufgehellt. Schwellung und Rétung der Iris ebenfalls merklich nachgelassen. 
Kleinere Knétchen grésstenteils resorbiert. 

15. VI. Das Knétehen am Hornhautrand yéllig verschwunden. In der Iris jetzt 
kein Zeichen yon Schwellung und Rétung mehr; Knétchen yollkommen resorbiert mit 
Hinterlassung ausgedehnter hinterer Synechien. 

1. VII. Bulbus reizfrei. Hornhaut klar und durchsichtig. An der Iris sieht man 
leichte atrophische Zeichen. 

10. VIII. Kein Rezidiy aufgetreten. 


Tier 6. (Albino), 1132 g. 31. XII. 1922. In der Niihe des oberen iiusseren Horn- 
hautrandes wird in die Subkonjunktiva ein kleines Stiick tuberkulésen Irisgewebes 
eingef hrt. 

17. I. 1923. Das geimpfte pigmentierte Gewebe grésstenteils resorbiert und das 


Auge vollig reizfrei. 
23. I. An der geimpften Stelle ist Rétung und Schwellung der Bindehaut auf- 
getreten. Hornhaut und Iris bleiben ganz normal. 
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2. II. Die umschriebene Bindehautentziindung wird immer heftiger und bildet nun 
eine uber erbsengrosse Erhabenheit, welche mit mehreren Miliarknétchen versehen ist. 

13. II. Die Bindehautaffektion neigt dazu, sich weiter in die Umgebung zu ver- 
breiten und ihre Grenze wird deshalb allmihlich undeutlich. 

Radiumbestahlung: Am 13., 22. und 23. II. je 15-17 Stunden, im ganzen 47 
Stunden. 

28. II. Entziindliche Erscheinungen etwas verringert, die Erhabenheit verkleinert 
sich merklich. 

2. III. Rétung betriichtlich nachgelassen. Entziindungsprodukte  grésstenteils 
resorbiert. 

19. III. Die véllig verschwundene Entziindung hat an der betreffenden Stelle 
eine etwas schwiirzliche Verfiirbung zuriickgelassen. 

25. IIIT. In der Folgezeit kein Rezidiy aufgetreten. 

Die mikroskopische Untersuchung der mit Radium erfolgreich 
behandelten Kaninchenaugen liisst sich kurz zusammenfassen, da sich die 
Befunde der einzelnen Fiille im grossen und ganzen miteinander decken. 
Im vorderen Bulbusabschnitt lassen sich, wie man das schon klinisch 
wahrgenommen hatte, iiberhaupt so gut wie gar keine eine aktive Ent- 
ziindung andeutenden Veriinderungen erkennen. Statt ihrer trifft man 
stellenweise spiirliche, teilweise schon als Narbe zu betrachtende Binde- 
gewebswucherung, welche uns zweifelsohne den friiheren Ort der relativ 
heftigeren Entziindung mit Gewebsschiidigung verriit. Ganz verecinzelt, 
insbesondere in der Iris sowie dem Limbus corneae finden sich aber auch 
kleine Anhiiufungen von Rundzellen. Ferner sind kleine neugebildete 
Gefiisse in der Iris noch reldtiv reichlich zuriickgeblieben. Ich kann 
hier dennoch bestimmt sagen, dass von den tuberkulésen Veriinderungen, 
wie Anhiiufung epitheloider Zellen, Riesenzellen sowie Verkiisung, in 
jedem Fall keine Spur zu konstatieren ist. Der hintere Bulbusabschnitt 
zwigt keine nennenswerte Veranderung. 

Wie aus den oben mitgeteilten Protokollen leicht zu erkennen ist, 
konnte ich in meinen Versuchsreihen wahrnehmen, dass eine relativ 
héhere Dose von Radiumstrahlen jedenfalls ‘auf experimentell erzeugte 
Tuberkulose des vorderen Augenabschnittes, welche in der Regel mit 
ziemlich starken Reizerscheinungen einherging, im Gegensatz zu den 
Flemmingschen” Versuchen, einen merklich giinstigen Einfluss ausgeiibt 
hat. Nach der Bestrahlung nehmen die Krankheitserscheinungen, wie 
Knétchenbildung und buckelige Schwellung der Iris, einen schnelleren 
Riickgang und pflegen schliesslich zum vélligen Schwinden der klinischen 
Erscheinungen zu kommen. Abgesehen von der Epilation an der Ap- 
plikationsstelle des Radiums und in ihrer Umgebung macht sich sonst 


dabei klinisch keine schiidliche Nebenwirkung bemerkbar, obschon die 
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krank gemachten Augen meist im Verlauf von zwei Wochen 50-80 
Stunden lang mit ca. 50 mg Radium bestrahlt wurden. Die Versuchs- 
resultate von Flemming,” nach denen die Bestrahlung mit Radium 
oder Mesothorium nach Ausbruch der klinischen Erscheinungen keinerlei 
Einfluss auf die Schwere des klinischen Verlaufes hatte, scheinen mir 
aller Wahrscheinlichkeit nach darauf zu beruhen, dass bei seinen 
Versuchen tatsiichlich eine kleinere Dosis von Strahlen als bei meinen 
zur Verfiigung stand. Dass experimentelle Tuberkulose des vorderen 
Augenabschnittes beim Kaninchen auch durch Ré6ntgenlicht, dessen 
therapeutische Wirkung sich in mehrfacher Hinsicht mit der des Radiums 
deckt, zur rascheren Riickbildung oder zum volligen Schwinden schwerer 
entziindlicher Veriinderungen fiihren kann, ist vor kurzem von Jen- 
dralski® mitgeteilt worden. Meine Arbeit wurde ganz unabhiingig von 
ihm vorgenommen. Auf Grund meiner klinischen sowie experimentellen 
Erfahrungen halte ich es nunmehr fiir berechtigt, die Therapie mit 
Radiumstrahlen auf tuberkulése Augenerkrankungen auszudehnen, wenn 
es auch freilich noch fast ganz unbekannt ist, welcher Faktor dabei die 
Hauptrolle spielt. 

Uber die bakterizide Wirkung der radioaktiven Strahlen, von denen 
hier nur beta- und gamma-Strahlen in Betracht kommen, sind bisher 
verschiedene Urteile abgegeben. Sie erwiesen sich nach Versuchen 
gewisser Autoren (Flemming, Wolf, Bireh-Hirschfeld u. a.) bei 
Tuberkelbazillen als sehr wenig wirksam, soweit ihre Dosis keine thera- 
peutisch anzuwendende iiberschreitet. Im Anschluss an die oben ge- 
schilderten Versuche befasste ich mich mit dieser Frage, deren Beschrei- 
bung sich hier der Raumersparnis halber auf das Notwendigste beschriinkt. 
Tuberkelbazillen in Bouillonkultur (Typus humanus) wurden vorher mit 
ca. 50 mg Radium in einer Distanz von ca. 3 mm eine bestimmte Zeit 
(45-300 Stunden) lang bestrahlt. Eine geeignete Dose yon der Auf- 
schwemmung so behandelter Bazillen habe ich dann in dic Peritonealhéhle 
von Meerschweinchen eingefiihrt. Durch pathologisch-anatomische Unter- 
suchung der nach bestimmter Zeitdauer getéteten Versuchstiere konnte 
ich bestiitigt finden, dass die Tuberkelbazillen nach 200 Stunden langer 
Bestrablung noch sicher infektionsfiihig geblieben sind. Es unterliegt 
also nun wohl keinem Zweifel, dass die giinstigen Ergebnisse dér Radium- 
strahlen bei tuberkulésen Augenerkrankungen jedenfalls als keine durch 
ihre bakterizide Wirkung bedingte anzusehen sind. 

Ob und wie die Radiumstrahlen nun direkt auf die tuberkulésen 


Granulationsgewebe vernichtend wirken, ist allerdings sehr schwer zu 
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sagen. Nur ist aber im allgemeinen anerkannt worden, dass sie biologisch 
auf das normale Gewebe bei starker Dose destruktive Wirkung und bei 
geringerer eine reizende ausiiben. Man spricht ferner von ihrer schiid- 
lichen Wirkung auf das Augengewebe, was hinsichtlich der therapeuti- 
schen Anwendung in unserem Gebiet bisher wenig beachtet worden zu sein 
scheint. Deshalb beschiiftigte ich mich nun mit der Frage nach der 
Wirkung der radioaktiven Strahlen auf den Eiweissgehalt des Kammer- 
wassers, welcher nach unseren Erfahrungen als Barometer fiir die Hei- 
lungsvorgiinge verschiedener Behandlungsmethoden bei Augenerkrankun- 
gen gilt. Die Versuchsresultate sind im Beistehende kurz tabellarisch 
dargestellt. 

Bei normalen Kaninchenaugen ergab eine einstiindige Bestrahlung 
eine kaum nachweisbare Vermehrung des Eiweissgehaltes. Nach 2-3 
Stunden langer Bestrahlung vermehrt er sich ziemlich deutlich, wenn 
auch nur voriibergehend. Bei den iiber 5 Stunden lang bestrahlten 
Augen konnte ich, wie aus der Tabelle leicht ersichtlich, ausnahmslos 
seine merkliche Zunahme beobachten, welche fast regelmiissig 10 Stunden 
nach der Bestrahlung ihren Héhepunkt erreichte. Zur Beurteilung der 
therapeutischen Anwendung von Radiumstrahlen ist ferner recht bemer- 
kenswert, dass der Eiweissgehalt des Kammerwassers bei den iiber 15 
Stunden bestrahiten Augen nach drei Wochen noch deutliche Vermehrung 
zeigte. Diese Zeitdauer steht im grossen mit der angewendeten Radium- 
dosis in proportionaler Beziehung, so dass der Stoffwechsel des Kammer- 
wassers dadurch wohl eine bestimmte Zeit lang beeinflusst werden 
diirfte. 

Die therapeutische Wirkung der Parazenthese der Hornhaut, welche 
beim Uleus serpens, besonders in seinem mit Perforation drohenden 
Stadium, sehr hiiufig erfolgreich angewendet wird, ist der Hauptsache 
nach darauf zuriickzufiihren, dass das durch Punktion erneute Kammer- 
wasser sehr reich an Eiweiss und dementsprechend auch an Schutz- 
stoffen ist. Die subkonjunktivale Kochsalzinjektion, welche wir heute 
bekanntlich bei verschiedenen Augenerkrankungen anzuwenden pflegen, 
kiindigt uns auch durch Zunahme des Eiweissgehaltes des Kammerwassers 
ihre die natiirliche Heilung beférdernde Wirkung an. Es scheint mir 
nun recht verniinftig, in ganz analoger Weise die Hauptwirkung des 
Radiums auf tuberkulése Augenaffektionen zu beurteilen. Der wesentliche 
Unterschied besteht wohl darin, dass die Wirkung bei diesem viel linger 


dauert als bei jenem. Denn zur Strahlenwirkung auf das Gewebe ist 


bekanntlich iiberhaupt eine bestimmte Latentzeit erforderlich, die in der 
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Regel von der Absorptionsmenge der Strahlen abhiingig ist. Und die 
Reaktion tritt desto linger und heftiger cin, je stiirker bestrahlt wird. 
Allerdings: muss man dazu bemerken, dass tuberkulése Erkrankungen 
des vorderen Augenabschnittes durch Radiumbestrahlung nicht immer 
giinstig beeinflusst werden kénnen, wie Fall 3 und 5 zeigen. Durch 
iibermiissige Bestrahlung werden sehr hiiufig auch einzelne normale 
Augengewebe in wechselndem Grade zerstért, und zwar im allgemeinen 
stiirker als andere Koérperteile. Falls also der Krankheitsprozess an sich 
schon mit hochgradigen entziindlichen Erscheinungen und dementsprech- 
end auch mit durch Gewebsschidigung bedingter Stoffwechselstérung der 
betreffenden Stelle (z. B. des Kammerwassers) einherging, wie es bei 
schwerer Augentuberkulose nicht selten der Fall ist, so ist eine giinstige 
Beeinflussung von der Radiumbestrahlung nicht nur in geringem Masse 
oder so gut wie gar nicht zu erwarten, sondern dadurch dann sogar cine 


Verschlimmerung mit Gewebszerstérung eintreten. 


Zusammenfassung. 


1. Bésartige Geschwiilste des Auges und seiner Umgebung, wie 
Netzhautgliom, Aderhautsarkom und Lidkarzinom, kommen durch Ra- 
diumbehandlung in geeigneter Dose klinisch nicht selten zu betriichtlicher 
Riickbildung, ja sogar zu spurlosem Verschwinden. Es ist jedoch recht 
fraglich, ob sie im weiteren ’ Verlauf  tatsiichlich dauernd rezidivfrei 
bleiben kénnen. 

2. Auf tuberkulése Erkrankungen des vorderen Augenabschnittes 
kénnen dagegen Radiumstrahlen iiberhaupt sehr giinstige Wirkung mit 
villiger Heilung ausiiben, was ich auch auf experimentellem Weg sicher 
bestiitigen konnte. Ihre Wirkungsweise beruht aber jedenfalls nicht auf 
der bakteriziden, vielmehr der Hauptsache nach wohl darauf, dass 
funktionsfiihige Gewebszellen im Entziindungsherd dadurch zweckmiissig 


und dauernd gereizt werden, die natiirliche Heilung zu beférdern. 
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Do the Blood Sugar Level, the Glycogen Content 
of Liver and Muscle, and the Epinephrine 
Content of the Suprarenals in the Rabbit 

undergo a Seasonal Variation ? 


IJURO FUJII. 
e+ KH + WW) 
(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Sataké, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


Methods, 
II. Experimental results. 
1. The blood sugar. 
2. The glycogen content of liver and muscle. 
3. The epinephrine content of the suprarenals. 
III. Summary. 


In connection with the reports’? on the seasonal variation of the 
intensity of the fixing hyperglycaemia in the rabbit, I have made a 
study as the title shows. The study lasted two years. As a matter of 
course, it is very desirable that any study on the seasonal variation should 
extend over two years at the least, as Maignon did.” How many so 
ever the number of observations, the data in one year are nothing more 
than merely one experiment. 

The researches on the seasonal variation of the glycogen content are 
not infrequent, but many of them are limited only to the comparison in hot 
and cold seasons, as to be seen in one of the previous papers.” Those 


of the epinephrine content of the suprarenals are quite rare. 





1) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 9. 
2) Iju. Fujii, ibid., 1922, 2, 531. 
3) F. Maignon, J. Physiol. Path. gén., 1921, 19, 13. 
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I. Metnops. 


Male rabbits were exclusively used. The body weight varied from 
1.5 to 2 kilos. At first for over one week, they were placed in the 
hutch for rabbits, two in one cage, and then, one week before the ex- 
periment, they were transferred to the laboratory room, each in a 
separate cage. About two hundred and fifty grams of t6fukara was given 
to each rabbit between three and five o’clock in the afternoon. On the 
day before the experiment, any (éfukara remaining was taken away at 
about 6-7 o’clock in the afternoon. Three or four days before the ex- 
periment, the cervical sympathetic and the great auricular nerves on one 
side, as is usual in our Laboratory, were severed without narcotics, in 
order to draw blood samples with facility and without causing any pain 
to the animal. 

The general course of the actual experiment: Between eight and 
ten o’clock the animal was weighed, the blood drawn from the ear vein, 
the anal temperature measured, the urine collected by catheterization, 
and then the animal was killed by a blow on the neck. The abdominal 
cavity was immediately opened along the linea alba, the right suprarenal 
gland and next the left were excised, and then the liver. Mm. sacro- 
spinati were finally cut off. 

Bang (1913) for the blood sugar estimation, Bertrand for the 
urine sugar. 

The suprarenal bodies were made free from the surrounding tissues, 
weighed, and preserved in a bottle containing pyrogallic acid, in accor- 
danse with the suggestion made by Kuriyama.” After the liver and 
muscles were prepared for the Bierry-Gruzewska’s method, i. e. after 
about half one hour, the epinephrine in the glands was estimated. From 
April to July of the first year (1921) the method of Folin, Cannon and 
Denis” was used, and then afterwards the modification of Kodama.® 

Immediately after the excision of the muscles, the liver was freed 
from the gall bladder, weighed, and pounded in an iron mortar. 25 grms 
of it was warmed in the water bath, after adding 25 c.c. of 35% caustic 
potash warmed in the water bath. Mm. sacrospinati were crushed by 
means of an iron mortar and 25 grms treated as the liver gruel. The 

4) Shige Kuriyama, J. Biol. Chem., 1918, 34, 299. 
5) O. Folin, W. B. Cannon and W. Denis, J. Biol. Chem., 1913, 13, 497. 
6) Sakuji Kodama, J. Biochem., 1922, 1, 281. 
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7) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. 
8) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. 


Bierry-Gruzewska’s method 
came into application for the 


estimation of glycogen. 


IJ. EXpreriIMENTAL 
RESULTS. 


In every month from April 
1921 to March 1922, 8-10 rabbits 
(4 rabbits in June) were killed, 
and in every month from April 
1922 to March 1923 (with the 
exception of August when no ex- 
periment was made, from una- 
voidable circumstances), 5 rabbits 
were used for experiments. The 
data given by these experiments 
will be presented in the following 


pages and Table I. 


1. The Blood Sugar. 


The blood sugar content was 
0.10-0.12% and on an average 
0.11% in 152 rabbits. So, these 
numbers completely agree with 
those in the former paper, obtained 
from 148 rabbits.” 

The blood sugar content of 
the normal rabbits in my previous 


78,2) 


three papers and in the present 
essay were grouped in each month, 
and the average was calculated. 
The Table II shows the results 
of experiments on 355 rabbits, the 
numbers in brackets being those of 


the rabbits. 


Med., 1921, 2, 20 f. 
Med., 1921, 2, 169. 
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No definite relationship can be detected between the blocd sugar 
content and the seasons. 


Asakawa inclined to acknowledge a little lower concentration of the blood sugar 
in the winter rabbit in comparison with the summer one.” Such a tendency has not 
been detected by any other observers.!? 

2. The glycogen content of liver and muscle. 
A, Liver. 
Taste III. 





Liver weight to Glycogen content 
body weight Examples of liver Examples 
(%) (%) 

2.00 ] 1.000 1 
2.01—2.50 on 1.001—1.500 4 
2.51—3.00 80 1.501—2.000 12 
3.01—3.50 31 2.001—2.500 25 
3.51—4.00 7 2.501—3.000 27 

4,00 ] 3.001—3.500 17 

a 3.501—4.000 25 
4.001—4.500 17 
4.501—5.000 10 
5.001—5.500 9 
5.501—6.000 9 
6.000—7.000 2 


7.000 ° 
951 


The ratio of the liver weight to the body weight in 152 rabbits was on an average 
2.79% (4.45-1.9992). The ratio in the absolute majority was 2-3.529, and in over one- 
half 2.5-3.022. 

‘ 
ry . . . fad 
Che glycogen content of liver in 151 examples was on an average 
3.826% (7.264-0.542%) or 1.772 grms. (4.722-0.238 grms.) The 
content smaller than 1.5% or greater than 6% was very rare. In the 
great majority of cases, the total content was 1-3 grms. 

The ratio of the liver glycogen content to the body weight in 151 rabbits was 

0.947% (2.58-0.118%) on an average. In the great majority it was 0.5-1.5%. 


7/00 


9) O. Asakawa, Mitt. med. Fakult. Kaiser]. Univ. Tokyo, 1921, 25, 524. 

10) Ko. Sakaguchi, I. Hayashi and S. Yejima, Mitt. med. Fakult. Kaiserl. 
Uniy. Tokyo, 1918, 20, 61 (horses); Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 74 
(dogs), Mako. Taya, J. Biochem., 1922, 1, 479 (rabbits). 
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From the data of two years from April 1921 till March 1925 
except August 1922 we may not unreasonably conclude, that the gly- 
cogen content of liver (percentage as well as absolute quantity) undergoes 
a seasonal variation, i.e. it is distinctly diminished in June and July, 
while there was a tendency to become a little greater in April and March 
than in the remaining months. The ratio of the liver glycogen content 
to the body weight in June and July was also distinctly smaller than 
in the other months. The total quantity and percentage of liver glycogen 
in July were two thirds of those in the cold season. The ratio to the 
body weight in July was less than one half that of the cold season. 

The smallness of the liver glycogen content was observed only in 
June and July in both years. In Sendai we have usually the highest 
temperature at the end of July and the beginning of August ; actually 
the temperature in the laboratory room and in the open air in Sendai 
(in blacket) in 1921 and 1922 was as follows: June 1921: highest 
average 18.9°C (20.8), lowest average 16.9 (12.4); July 25.5 (26.4) 
and 23.3 (18.9); August 27.9 (28.2) and 25.5 (19.9); June 1922, 21.7 
(23.5) and 19.1 (13.9); July 25.3 (27.5) and 23.6 (19.7); August 28 
(31) and 26 (21.3). 

So, it may be misleading merely to conclude from the present data, 
that the glycogen content of liver in summer or the hot season is inferior 
to that in winter or the cold season. 

In the experiments of Kissel, the difference of the liver glycogen 
content in rabbits in summer (4.25%, the average of 11 rabbits in May, 
June and July) and in winter (11.75%, the average of 26 rabbits in 
November to the next March) was exceedingly great." In a recent 
report, the glycogen content of liver of Tinca vulgaris was 5.59% or 
0.162% grm. per 100 grms. body weight (4 examples) in winter, and 
4.52% or 0.116 grm. per 100 grms. body weight (7 examples) in summer. 
So, the seasonal difference was not so large as in the rabbits experi- 
mented on by Kissel. 

In the former paper, it was reported that the intensity of the fixing 
hyperglycaemia undergoes a seasonal variation, i. e. the excess of the 
blood sugar content by the fixing was 0.14% in spring (March to May), 
0.11% in summer (July to August), 0.09% in autumn (September to 
November) and 0.16 % in winter (December to the following February).'” 





11) O. Kissel, Verh. Physik-Med. Gesell. Wiirzburg, 1896, Neue Folge 30, 77. 
12) K. Wachholder, Pfliiger’s Arh., 1923, 199, 528. 
13) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med. 1921, 1, 25. 
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Arranging them in months, the excess was: In January 0.17% (12 
rabbits), February 0.16% (2), March 0.19% (3), April 0.1490 (10), 
May 0.12% (8), June 0.14% (2), July 0.11% (138), August 0.06% (4), 
September 0.07% (14), October 0.16% (4), November 0.15% (4) and 
December 0.12% (7). The smallness of the number of experiments in 
some months makes it difficult to judge exactly. But on the whole it 
may be said that the intensity of the fixing hyperglycaemia is clearly 
smaller in August and September than in June and July. 

So, we are not justified in stating that the seasonal variation in the 
intensity of the fixing hyperglycaemia is due to that in the liver glycogen 
content, provided the comparison of the data in both the papers be 
permitted. The experiments of the previous paper were, however, per- 
formed in the years of 1918-1920, and those of the present in 1921- 


oe. 


1923. Whether such a comparison is proper, I am not able to decide. 


The intensity of fixing hyperglycaemia in rabbits when fasting was inferior to 
that in the normal ones. The liver glycogen diminished distinctly by fasting.“ 
The data of the glycogen content of muscle in various months obtained in 1904-6 by 
= . M aignon did not closely coincide with those in 1907-9. 
Pasce IV. He was not able to detect a seasonal variation of the 





liver glycogen content in dogs, guinea-pigs or pigeons 


Glycogen content . 4 . ' 
. There is a report, in which the liver glycogen content of 


of muscle Examples : 
(2%) the rabbits fasting for 24 hours was smaller in winter than 
in summer.) But, ordinarily the seasonal variation of the 
0.200 2 ees cme ii Mn. cadli =e . tale i 
0.201—0.300 ° liver glycogen content is also observed in mammals. 
0.301—0.400 9 o 
0.401—0.500 22 B. The muscle glycogen. 
0.501—0.600 40 — . 
0.601—0.700 ot A seasonal variation of the glycogen 
0.701—0.800 20 content of M. biceps femoris was found by 
0.801—0.900 9 . 
0.901—1.000 { Maignon” in 1904-6. Its maxima were in 
.001—1.100 » ° - 
1 on ° March (the highest) and November, and the 
1.200 3 minima in July (the smallest) and December. 
im) 


a But further estimations in 1907-09 did not 
yield quite the same feature. So, it seems that we cannot say any 
definite relationship exists between the glycogen content of muscle and 


14) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 2, 531. 
15) Mutsukazu Ryu, Nippon Naikwagakukwai Zasshi (Jap.), 1924, 12, 568 & 


9° 


662. The experiments in the Table 1 in p. 568 were done in Juli and August 1923, those 
in the Table 1 in p. 662 in January to March 1924. The date was kindly informed by 
Prof. Tsuji. 

16) Literature in Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 2, 547 f.; Setsu 
Takenouchi, Iji Shimbun (Jap.), 1918, 387 (Cadavers of human beings, dying of 


miscellaneous diseases, Best’s method.) 
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the months. And further the glycogen content in the later series was 
generally considerably higher than in the former. 

The glycogen content (examined by the method of Best) of 
skeletal muscles in the cadavers of human beings, dying of miscel- 
laneous diseases, was greater in spring and especially so in autumn. 
There was no considerable difference between winter and summer. 
(Takenouchi).” 

In the present investigation, the glycogen in the mm. sacrospinati 
was determined. In the majority, as Table IV shows, it varied from 
0.4% to 0.8%. No regular relationship of it to the seasons exists 


there. 


3. The epinephrine content of the suprarenal glands. 
A, The weight of the suprarenal glands of rabbits. 


The suprarenal glands (right and left glands together) of 150 male 
rabbits of the body weight: 1.5-2.6 kilos weighed on an average 0.40 
grm. (Minimum 0.15 grm., maximum 0.91 grm.) 


The weight of the glands of rabbits in some reports is as follows :¥ 


Herring : 0.399 grm. (0.363-0.440) : 53 rabbits (1.8-2.4_ kilos) 
Kuriyama : 0.3803 ,,  (0.2881-0.4703) : 6 = (1.46-2.4 ,, ) 
Midorikawa : 0.525 ,,  (0.51-0.81) : 14 ” (1.7-2.47 ,, ) 
Stewart-Rogoff: 0.428 ,, (0.142-0.897) : 15 = (1.48-3.01 ,, ) 
Takahashi : 0.523 ,, (0.228-0.455) : 10 - (1.52-2.90 ,, ) 
Morita : 0.369 ,, (0.242-0.560) . 7 a (1.5-2.9 = 

Imamura : 0.41 =, (0.140-0.850)  : 57 o (1.60-2.50 ,, ) 


So, the average value, minimum and maximum of the weight of glands in the 
reports of Stewart and Rogoff and of Imamura and in this paper agree closely. 
Actually they have dealt with a great number of examples. 

Indeed, it is our daily experience to find small shrunken, fale glands in one rabbit 
while in another rabbit big extented, glossy ones. 

In the majority of the examples of Stewart ard Rogoff, of Imamura and 
of this paper, the weight of glands was 0.2-0.5 grm. 

The average value of the ratio of the weight of glands to the body weight is as 
17) P. T. Herring, Quart. J. Exp. Physiol., 1916, 9, 39; S. Kuriyama, J. 
Biol. Chem., 1918, 34, 304; Ko Midorikawa, Verhandl. Jap. Path. Gesells. (Jap.), 
1919, 8, 341. Briefly, in its german edition p. 192; M. I. Smith and 8. Ravitz, J. 
Exp. Med., 1920, 32, 596; G. N. Stewart and J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1921, 


56, 220; Kiichi Takahashi, Hokuyetsu-Igakkwai Zasshi (Jap.) 1922, 244, 257; 


Matsu. Morita Fukuoka Ikwadaigaku Zasshi (Jap.), 1923, 16, 1; Yoshikazu Imamura, 
Kei-o Igaku (Jap.), 1924, 4, 925. 
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follows: Per kilo of body weight 0.2 grm. in Herring, 0.197 grm. in Kuriyama, 
0.236 grm. in Midorikawa, 0.176 grm. in Stewart and Rogoff, 0.179 grm. 
in Takahashi, 0.194 grm. in Morita, 0.191 grm. (0.071-0.390 grm.) in Imamura, 
and 0.214 grm. (0.092-0.485 grm.) in the present paper. In the majority of the examples 
of the several observers, it was 0.1-0.3 grm. per kilo of body weight. 

In the present examples, the average weight of the right gland was 0.193 grm. 
and of the left one 0.209 grm. This difference agrees with those observed by some 


previous investigators. 


TABLE V. 





Difference in weight Examples Examples Examples 
of the suprarenals 
(grm.) (I>r) (l<r) (l=r) 
0.001—0.010 27 17 
0.011—0.020 o2 6 
0.021—0.030 25 3 
0.051—0.040 16 2 | 
0.041—0.050 10 | l | 
0.051—0.060 7 | 0 
0.062 | 0 
0.086 1 0 
Total 119 29 2 


As Table V shows, in eighty percent of cases the left gland was heavier than the 
right, and in twenty percent the reverse was the case. Only in two cases out of 150 
the weight of sister glands was exactly the same. In the majority (over seventy per- 
cent of cases) the difference was under 0.03 grm. 

That the suprarenal weight of the rabbit is greater in winter especially in March 
and April, noted by Stilling,'® is not to be detected with certainty in Imamura 


or in this paper. 


‘ 


B. The epinephrine content of the suprarenal glands. 


The average of the total epinephrine content of the glands of 148 
male rabbits was 0.44 mgrm., the minimum was 0.15 mgrm. and the 
maximum 1,05 mgrm. It was 1.13 mgrm. (0.50-2.54 mgrm.) per grm. 
of glands, and 0.237 mgrm. (0.09-0.70 mgrm.) per kilo of body weight. 
Individual variation was very great. 


18) H. Stilling, Arch. f. mikroskop. Anat., 1898, 52, 178. 
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These values closzly agree with those of Stewart and Rogoff, 
while the data of other investigators differ far from ours. 


TABLE VI. 





The total epine- | The epinephrine Epinephrine per 
phrine quantity | Examples = a Examples| kilo of body | Examples 
of both glands mille of both . 


| weight in mgrm. 











in mgrm. glands 
0.11—0.20 | 5 | 05-070 | 9 | under 0.10 | 4 
0.21—0.30 | s- 3 0.71—0.90 | 28 0.11—0.15 | 14 
0.31—0.40 | 48 | 0.91—1.10 | 39 0.16—0.20 | 2 
0.41-0.50 | 34 L11—1.30 | 28 0.21—0.25 34 
0.51—0.60 24 Lsi—1.50 | (19 0.26—0.30 33 
0.61—0.70 7 1.51—1.70 | 19 0.31—0.35 | 7 
0.71—0.80 4 | 171-190 5 0.36040 | 9 
081090 | 4 | 2.54 1 0410.50 | 3 
over 1.00 | 3 0.51—0.60 | I 
| | 0.70 | 1 





(In the experiments of Stewart and Rogoff, one gland was first extirpated and 
the second some hours later. They observed no essential material difference between 
the glands except three rabbits. So, their data were referred to as those of normal 
rabbits.) 

The total epinephrine quantity in some previous papers was: 0.828 mgrm. (0.866, 
0.633 & 0.986 mgrm.: all male) in Herring; 0.501 & 0.716 mgrm. (female rabbits) in 
Kuriyama; 0.1247 mgrm. (0.08-0.17 mgrm.: 14 male rabbits) in Midorikawa; 1.27 
and 0.33 mgrm. in Smith and Ravitz; 0.402 mgrm. (0.20-0.90 mgrm.: 11 male & 4 
female) or 0.408 mgrm. (if Rabbits 3755, 39746 & 4045 be omitted) in Stewart and 
Rogoff; 0.1477 mgrm. (0.1166-0.1762 mgrm.: 5 male and 5 female rabbits) in Taka- 
hashi; 0.198 mgrm. (0.127-0.2835 mgrm.: 7 rabbits) in Morita; and 0.200 mgrm. 
(0.092-0.333 mgrm. in 51 male and 36 female rabbits) in Imamura, 

(The sex of rabbits has no bearing upon the epinephrine content of the suprarenals. 
—Takahashi and Imamura (p. 940).) 


In the majority of my rabbits, as Table VI shows, the total 
epinephrine quantity varied from 0.2 to 0.6 mgrm., the percentage content 
0.7-1.7 mgrm. and per kilo of body weight 0.15-0.3 mgrm. In relation 
to these limits of variation (the total content and its ratio to the body 
weight), the present research well agrees with those of Stewart and 
Rogoff, and differs rather considerably from thos: of Imamura and 
others. 


It is singular enough to find such a great difference between Stewart and 
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Rogoff and myself on the ore hard ard Imamura and others on the other hand. 
At the present ime one thing has attracted my attention: namely, the observers, who 
found, as a rule, relatively great contents and variations to a greater extent, used the 
method of Folin, Cannon and Denis or its modification to assay the epinephrine 
content in suprarenals, while the other observers used the method of Comessatti, 
modified by Ingier and Schmorl or by Suto and Inouye. So, this difference 
may probably be due to the different methods used for the determination of epinephrine 
in the suprarenal glands. However, as a matter of course, in order to be certain of 
this point a special research is necessary. 

That the total epinephrine content in each of the sister glands does 
not materially differ, a well known fact, holds true also in the present 
investigation. 

The average epinephrine content of the right glands was 0.215 mgrm., 
and the left 0.226 mgrm.; so the difference was 0.011 mgrm. As is to 


be seen in Table VII, in the majority of cases the difference was under 


TABLE VII. 





Difference of total epine- ].>r. ]. =p, L<r. 
phrine quantity of sister 
glands in mgrm. Examples Examples Examples 


18 


] 


0.01 
0.028 
0.03 
0.04 
0.05 
0.07 
0.08 
0.10 
Total 20 


, 


0.02 mgrm.; in one fourth of the examples there was no difference be- 
‘ 
tween the glands, and in sixty percent the left had much epinephrine, 


whereas in ten percent the reverse was true. 
This smallness of inequality of the epinephrine content of the sister 


glands can be utilized, as often happens, to search for a diminution of 


epinephrine store through the central mechanism by an experiment on 
animals, only one suprarenal of which is previously denervated. Plausible 
to repeat here, that the diminution of epinephrine store dees not 
necessarily imply an increase of epinephrine output. 

The total epinephrine contents being arranged in each month, there 
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was fluctuation of the monthly values ; but no precise coincidence of the 
fluctuation curve between the two years. Yet, an inclination common 
in the two years, may be that the average value was smaller in June 
till September and greater in February and March than the general 
average value of the two years. 

Nevertheless, according to Imamura, who estimated the epinephrine 
content of suprarenals of rabbits monthly from October 1922 till the 
following August with the exception of November, it was smaller in 
January and February, while a higher value was observed from June 
until October or December. Namely, his results seem to be the reverse 


of the present investigation. 


If both the results be accepted, it may not be correct to speak of a seasonal 
variation of the epinephrine store. But, as already above mentioned, the epinephrine 
content obtained by him is quite different from ours, and the difference may be pro- 
bably due to the different methods employed. Therefore, we shall refrain from draw- 
ing a too far reaching conclusion, before the problem as to the choice of the two 
methods of assay of the epinephrine in the suprarenal gland has been settled. Scarcely 
needed to say, that the correctness of the experimental results was not necessarily 
implied by the superiority of the method itself. 

Cold provokes a dilatation of the completely denervated pupil of cats, i. e., accord- 
ing to the observers, an increased output of epinephrine.“ 

Recently Nosaka was able to find a decrease of epinephrine store in rats in a cold 
cage and an increase in rats in a hot cage (Suto-Inouye’s method was used).°” Micro- 
scopical structure of the suprarenal medulla of the summer frog somewhat differs from 


that of the winter frog.*” 
It may not be in vain to repeat here, that the present investi- 
gation was done under certain conditions, i.e. a certain amouut of food 


(tofukara) was given, and each rabbit lived one week in a rabbit cage 


in the laboratory room which was heated during the day time in 


winter, etc., etc., the reason was that this investigation was performed 
in order to find whether the glycogen amount of liver has a causal 
relation to the seasonal variation of intensity of fixing hyperglycaemia. 
To study a true seasonal fluctuation, if such exits, such conditions are 
doubtless not only unnatural, but unsuitable. It will merely be useful 


as a control for laboratory works on diabetes ete. 


19) F. A. Hartman, H. A. McCordock and M. M. Loder, Am. J. Physiol., 
1923, 46, 20; F. A. Hartman and W. B. Hartman, Am. J. Physiol., 1923, 65, 
612. 

20) Tsunasada Nosaka, Nippon-Naikwagakukkwai Zasshi (Jap.), 1924, Il, 475. 

21) H. Stilling, Arch. f. mikroskop. Anat., 1898, 52, 189 ff. 
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Ill. Summary. 


In the experiments extending over two years, the male rabbits, 


which were fed with téfukara and lived one week in the laboratory 


room, have yielded the following data. 

(1) The average value of the blood sugar level(Bang’s micromethod, 
1913) was 0.11%. In the majority, it was 0.10-0.12%. No seasonal 
variation was detected. 

(2) The glycogen content of liver (Bierry and Gruzewska’s 
method) in 151 rabbits was on an average 3.3%. In the majority of 
examples, it was between 2% and 4.5%. It underwent a seasonal varia- 
tion ; i. e. it was definitely smaller in June and July in both the years, 

The glycogen content of mm. sacrospinati was on an average 0.6%, 
and in a great number 0.4-0.8%. No seasonal variation was seen. 

(3) The total epinephrine content of both the suprarenals (KK oda ma’s 
modification of Folin, Cannon and Denis’ method) in 148 rabbits 
was on an average 0.44 mgrm. (0.15-1 mgrm.), and in the majority 0.2- 
0.6 mgrm. In other words, it was on an average 1.1% (0.5-2.5%), 
in the majority 0.7-1.7%. 

The epinephrine content of suprarenals seems less between June 
and September and greater in February and March, though one must 


refrain from pronouncing quite definitely on the matter. 
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Uber das Blut. 


Von 


MAKOTO SUDZUKI. 
( x Bf) 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiser!. Universitit 


zu Sendai, unter Leitung von Prof. Katsuji Inouye.) 


In der Biochemie des Wals bildet das Blut einer der Gegenstiinde, 
die uns am meisten interessieren. Wie es schon in der ersten Mitteil- 
ung kurz erwihnt wurde, lisst uns die eigenartige Lebensweise dieses 
Tiers nicht unbedeutende Abweichungen in der-chemischen Organisation 
vorstellen, welche mehr oder minder in Beschaffenheit und Zusammen- 
setzung des Blutes sich spiegeln sollen. Im besondern erregte die Fihigkeit 
gewisser Walarten, ungemein lange Zeit unter Wasser ohne Sauer- 
stoffaufnahme sich halten zu kénnen, schon lingst die Aufmerksamkeit 
der Zoologen. Mehrere Autoren wollen diese Fihigkeit einfach dem 
grossen Reichtum des Tiers am Blut sowie an Blutkérperchen zuschreiben. 
Allerdings enthilt das Blut gewisser Arten ausserordentlich grossen 
Anzahl von roten Blutkérperchen, wie die folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle I. 


Zahl der Erythrozyten im Tiimmlerblut. 





| | 


Nr. d. Tiers Ir | Iii as Cf F | he 


Erythrozyten in Million 9,2 8,4 10,9 10,4 11,2 10,0 


Der Gehalt an Hiimoglobin des Blutes derselben Tiere schwankte 
zwischen 160 bis 180 nach Sahli. Dementsprechend besassen 100 ccm 
Blut 79,6-81,2 mgr Eisen (Bestimmung nach Neumann). 
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Auch die Gesamtsauerstoff kapazitiit wurde einige Mal nach Barcroft 
bestimmt und ergab folgende Werte, obwohl sie nicht als die endgiiltigen 
betrachtet werden kénnen. 

I. 0,425 fiir eine 19 Stunden im Eis aufbewahrte Blutprobe. 

I]. 0,451 fiir eine 15 Stunden im Eis aufbewahrte Blutprobe. 

Nach unseren bisherigen Erfahrungen liegt die Blutkérperchenzah| 
fiir manche andere Walarten aber weit niedriger, wenn auch hodher als 
bei Menschen ; niimlich etwa 6-7 Millionen. Ausserdem entspricht die 
Grdésse der Atempause nicht gerade der Zahl der roten Blutkérperchen. 
Die Erklirung scheint daher nicht sehr giinstig gewihlt zu sein. Es 
ist naheliegend, dass diese merkwiirdige Erscheinung noch viel kompli- 
ziertere Vorgiinge und Einrichtungen im Grunde habe. — Irgendwelche 
besonderen Eigenschaften und Zusammensetzung des Blutes ev. der 
Blutkérperchen, Menge und Ausbreitung der als Energiequelle wirksamen 
Substanzen wie sog. Laktazidogen kénnen dabei méglicherweise in 
Betracht gezogen werden. Im _ iibrigen verriit es uns Vorhandensein 
eines reichhaltigen Energievorrats im Organismus der Wale. 

Aber, auf der andern Seite, bereitet uns die Untersuchung des 
Walblutes grosse Schwierigkeiten, die in der Beschaffung guter, unver- 
iinderter Proben liegen. Zuerst sind wir, wie man leicht verstehen 
kann, nicht imstande, dieselben direkt von lebenden Tiere zu entnehmen, 
was zum bestimmten Zwecke von grundsiitzlicher Bedeutung ist. Auch 
die Entnahme unter Luftabschluss ist fast unméglich. Es sind immer 
mehrere Stunden seit dem Tod des Tiers vergangen, wenn die Blutent- 
nahme geschieht. Jagdplatz ist bei uns in der Regel dreissig bis 
sechszig, manchmal sogar iiber Hunderte von Seemeilen entfernt. Ist 
ein Tier erlegt, so wird es mit starkem Tau oder dicker Kette um die 
Schwanzwurzel seitlich ans Schiff gefesselt und zur Station geschleppt. 
Autolytische Vorgiinge kénnen inzwischen mehr oder minder freien 
Spielraum haben. | 

Im Zusammenhang mit dem Gesagten steht die Tatsache, dass die 
Innentemperatur des toten Walkérpers selbst im Wasser nicht nur 
sich gut hilt, sondern vielmehr Neigung zum Steigen zeigt, wie wir bei 
der Messung der Kérpertemperatur erfahren konnten. Das Langhalten 
der Wiirme im toten Walkérper fiel auch Portier” in seiner Studienreise 


nach Spitzbergen auf. Er meint, dass es Gelegenheit zur starken Ver- 


mehrung von Darmbakterien und deren Eindringung in Geweben 
geben wiirde. Diese Tatsache dient iibrigens zum unmittelbaren 


1) P. Portier, Société de Biologe, 62 (1907), 627. 
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Beweis der allgemeinen Annahme, dass dem Tiere jene dicke, fettreiche 
Hautdecke gegen Wiirmeverlust Schutz gewiihrt. 

Gelegentlich wird hier etwas iiber die Kérpertemperatur der 
grosseren Wale berichtet werden. Dariiber liegt in der Literatur keine 
Angabe vor. Um dieselbe festzustellen, haben wir uns des folgenden 
Apparats bedient. 

Er ist sozusagen ein Speer. Die scharfe, stiihlerne Spitze, die einem 
Schaft aus hartem Holz, etwa zwei Meter in Linge, fest eingeschraubt 
wird, ist ungefiihr 25 em lang, 1,5 em dick, und zum Teil hohl, so 
dass ein kleines empfindliches Maximumthermometer fiir Artzte darein 
gesteckt werden kann. Der Hohlraum fiir Thermometer ist mit mehreren 
runden oder linglichen Fensterchen versehen. 

Sobald ein Tier totgeschossen und am Schiff herangezogen wird, stosst 
man den Speer in den Leib hinein, wobei man gewodhnlich zwei Drittel 
bis ein Meter tief erreichen kann. Das warme Blut und Gewebssiifte 
strémen ins Innere des Speers ein, wo das Thermometer sitzt. Nach 
mehreren Minuten wird die Waffe herausgezogen, die Spitze ausge- 
schraubt, das Thermometer auszenommen und alslann die Temperatur 
abgelesen. 

Die Temperaturmessungen sind noch nicht hiiufig genug wiederholt, 
um einen bestimmten Schluss ziehen zu kénnen. Wir kénnen doch 
schon soviel sagen, dass die Kérpertemperatur des Seiwals zwischen 
36° und 37° liegt. j 

Manchmal haben wir die Messungen an einem und demselben Tier 
wihrend des Heranschleppens wiederholt. Dabei wurden gefunden, dass 
die Temperatur in mehreren Stunden nicht merklich absteigt, sondern 
nach liingerer Zeit, besonders im Sommer, allmiihlich aufzusteigen beginnt. 
Es kommt sogar nicht selten vor, weit iiber 40° aufzusteigen, falls der 
leblose K6érper eine Zeit, so etwa tagelang zum Boispiel, unberiihrt im 
Wasser gelassen wird. Man erfihrt auch dfters, dass das Innere eines 
ausgeschnittenen Muskelblocks, mit Kantenliinge von mehr als halben 
Meter, noch nach dem Freilassen iiber Nacht im kalten Spiitherbst 
deutlich warm oder eher heiss bleibt. 

Nun weiter sind die Harpunen in den meisten Fiillen in die 
Bauch- oder Brusthéhle getroffen und Herz und grosse Gefiisse sind 
oft als Folge der Explosion des Sprengstoffs, der in der Harpune 
geladen worden ist, schrecklich zerrissen. Nicht unbedeutende Menge 
Wasser strémt beim Heranschleppen durch die grossen Wunden in den 
Korper der Beute hinein und spiilt die Gewebe durch. 
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Bleibt das Blut gliicklicherweise nicht verunreinigt, so ist dann 
das Blut meistens mehr cder minder geronnen. Es ereignet sich bisweilen, 
dass das Blut, in welchem verhiltnissmiissig wenig Fibrin ausgeschieden 
ist, nachher auf Neuem eine verschieden starke Erscheinung der Gerinn- 
ung zeigt. 

Wenn das Tier durch den ersten Schuss schwer verwundet und 
dech nicht erlegt ist, so findet es nicht selten den Ted durch Ertrinken, 
wie es durch uns persdhnlich beokachtet und durch die Befunde in der 
betreffenden Lungen bestiitigt wurde. In diesem Falle weist freilich 
das Blut die bekannte Beschaffenheit auf. 

Als unsere Untersuchung schon in ziemlich fortgeschrittenem Zustand 
war, hat Myers” einige Analyse des Walblutes publiziert. In_ seiner 
Mitteilung bleibt sowohl inbezug auf die Qualitiit des Materials wie 
hinsichtlich der Zahl der Analyse leider noch vieles zu wiinschen iibrig, 
wenn sie auch als die zuerst erschienene Walblutanalyse, welche vom 
Standpunkt der mcdernen Bicchemie des Blutes ausgefiihrt wurde, 
genannt werden kann. Die ven ihm angegebenen, scheinbar abweichen- 
den Gerinnungsverhiltnisse sind vcm oben Erwiihnten leicht verstiindlich 
und seine Beschreibung besagt folglich nichts ven der eigentlichen 
Beschaffenheit des Walblutes. 

In der vorliegenden Mitteilung seien einige der Analysen angefiihrt, 
die seit Jahren vorgencmmen worden sind, um uns einstweilen ein 

sild von der Beschaffenheit und Zusammensetzung des Walblutes in 
seinen grcssen und wesentlichen Umrissen aufzuzeichnen. Die Probe- 
nahme geschah nur in den Fillen, wo keine grobe Veriinderungen oder 
Verunreinigungen des Blutcs bemerkt werden konnte. Es ist jedoch kaum 
mit Sicherheit ausgeschlcssen werden die Mégligkeit, dass das Blut trotzdem 
nicht unveriindert war. Ausserdem waren uns seinerzeit aus den iiusseren 
Griinden nicht allnétige Geriite und Mitteln fiir die besondere Unter- 
suchungen vorrgtig, die ausserhalb des Laboratriums ausfiihren miissen. 
Wir waren gezwungen, uns manchmal Methcden heranzuziehen, die 
nicht genau der Anforderungen vom jetzigen Stand der Kenntnisse in 
Einklang bringen konnten. [Mit diesen Umstiinden vor Augen kann man 
die erhaltenen Ergebnisse nicht als entscheidende betrachten ; sie miissen 


vielmehr als Vorbereitung zu weiterer genaueren Erforschung angesehen 


werden. Dessenungeachtet glaube ich daran, dass ich mein Hauptziel 


erreicht habe. 
Zur Gewinnung des Blutes kénnen wir zwei Wege wiihlen ; entweder 


1) R. G. Myers, J. Biol. Chem., 41 (1920), 137. 





Untersuchungen iiber Cetacea. VIII. 423 


kénnen wir es im gliicklichen Falle aus dem Herzen herausheben oder 
auch die brauchbaren Proben werden manchmal von den _ geeigneten 
Gefiissen entnehmen. Selbst wenn das Herz reichlich Gerinnsel enthiilt, 
bleibt der Inhalt von mittelgrcessen Blutgefiissen, die sich zwischen Muskeln 
oder Organen befinden, éfters noch fliissig. Der letztere ist aber 
gewohnlich dunkel gefirbt. 

In betreff der analytischen Methoden wurden die folgenden angewandt. 

Zum Zwecke der Enteiweissung fiir die Bestimmung des Reststick- 
stoffs und der einzelnen stickstoffhaltigen Substanzen habe ich mir, wie 
bei der alten Folin und Denisschen Methode, Methylalkohol und 
alkoholische Chlorzinklésung zu Nutze gemacht. Dafiir wurden 50 ccm 
Blut mit Methylalkohol vermischt und ins Laboratorium gebracht, wo 
das Gemisch weiter mit Chlorzink behandelt wurde. Das klare, eiweiss- 
freie Filtrat wurde in mehreren Portionen geteilt und nach dem Ver- 
jagen des Methylalkohols den folgenden Bestimmungen unterworfen. 

Bestimmung von Gesamtstickstoff nach Kjeldahl], 

Bestimmung von Harnstoff nach der Ureasemethode, 

Bestimmung yon Ammoniak nach Kriiger-Reich-Schitten- 
helm oder auch nach Folin, 

4. Bestimmung von Kreatinin kolorimetrisch nach Folin. 

Die Aminosiiurestickstoffbestimmung wurde im speziell dazu ent- 
nommenen Blut nach der Methode von Van Slyke, unter gewissen 
Modifikationen, ausgefiihrt. 

Auch der Harnsiiuregehalt wurde gesondert im durch Kochen unter 
Zusatz von Essigsiiure enteiweissten Blut ermittelt. 

Die Zuckerbestimmung erfolgte nach Entfernung von Eiweiss mit 
Hilfe yon Alkohol und Zinkazetat nach Abeles durch Titration nach 
Pavy-Kumagawa-Suto. Der Transport des Materials fand gleich- 
falls in Form von alkoholischen Lésung statt. 

Das Blut fiir die Bestimmung der iitherléslichen Substanzen wurde 
vorliiufig mit mehrfachen Mengen Alkohol gemischt und nachher im 
Laboratorium filtriert und mit Alkohol gewaschen. Der Niederschlag 
samt Filter wurde yom anhaftenden Alkohol befreit, in den Soxhlet- 


shen Extraktionsapparat gebracht und mit Ather extrahiert. Die 


durch Ather ausgezogenen Substanzen wurden mit dem Destillations- 
rickstand der alkoholischen Lésung vereinigt, in Ather aufveldst, 
filtriert und der Ather wurde vom Filtrat abdestilliert, der Riickstand 
mit Petroleumiither behandelt und durch Asbestfilter filtriert. Der 


Riickstand nach dem Verdunsten des Petroleumiithers wurde im 
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Vakuumexsikator bis zur Gewichtkonstanz getrocknet und gewogen, 
Dann wurde er nach dem Verfahren von Kumagawa-Suto” verseift 
und zur kolorimetrischen Bestimmung nach der Takataschen Modifika- 
tion der Stammethode von Bloor.” 

Die Mineralbestandteile wurden folgenderweise bestimmt. Das 
Chlor wurde nach dem Veraschen unter Zusatz von Soda nach V olhard 
titriert. Die Menge des Natriums und des Kaliums wurde zuniichst 
als Chlorid zusammengewogen und dann das Kalium mit Hilfe von 
Platinchlorid gesondert bestimmt. Das Kalzium wurde nach Behand- 


lung des salzsauren Auszugs der Blutasche, die durch gelindem Gliihen 


nach dem Auslaugeverfahren hergestellt wurde, mit Eisenchlorid und 
Natriumazetat, nachher mit Ammoniak, durch Ammoniumoxalat in 
essigsaurer Lésung gefillt und als Kalziumoxyd gewogen. Das Mag- 


nesium wurde im Filltrate von Kalziumoxalat als Magnesiumpyrophos- 


Tabelle II. 


Zusammensetzung des Walblutes. Gr in 100 ccm. 





Gesamtblut Serum 





Datum Okt. 1920 | Nov. 1920 | Jun. 1921 | Okt. 1922 | Jun. 1921 Jun, 1921 Juni 1921 | Okt, 1922 
Walart Seiwal Pottwal Seiwal Pottwal Tummler Tummler| Seiwal Pottwal 
Stunde n. d. Tod 5 6 4 4} 8 8 4 4} 

Reststickstoff 0,0836  0,0948 | 0,0952 | 0,1050 | 0,1147 | 0,1357 | 0,0736  0,0672 
Harnstoff-N 0,0412 | 0,0365 | 0,0212 | 0,0262 | 0,0380 | 0,0376 | 0,0188 | 0,0290 
Aminosiure-N | 0,0132 | 0,0126 | 0,0101 | 0,0103 | 0,0208 | 0,0221 | 0,0074 00135 
Ammoniak-N 0,0080 | 0,0110 | 0,0100 | 0,0086 | 0,0064 | 0,0067 | 0,0069  0,0010 
Kreatinin-N 0,0010 | 0,0015 | 0,0013 | 0,0017 | 0,0022 | 0,0016 | 0,0012 | 0,0120 
» 0. Hydrolyse | 0,0018 | 0,0027 0,0020 | 0,0030 | 0,0045 | 0,0038 | 0,0017  0,0004 
Harnsiiure-N 0,0002 | 0,0006 | 0,0009 | 0,0004 | 0,0015 | 0,0008 

Zucker 0,1940 | 0,0410 | 0,0833 | 0,0490 

Atherextr. 0,1728 | 0,4842 | 

Cholesterin 0,0020 | 0,0714 

Natrium 0,3075 | 0,3170 0,3270 10,8420 0,3829 
Kalium 0,1609 | 0,1855 0,1700 | f criteria 0,0105 
Kalzium 0,0110 | 0,0063 0,0065 0,0170 0,0008 
Magnesium 0,0022  0,0026 0,0029 0,0057 0,0057 
Chlor 0,3580 | 0,3680 0,372 0,487 0,4832 
Jod 0,00003 0,00003 


1) M. Kumagawa und Suto, Biochem. Zeitschr., 8 (1908), 212. 
2) M. Takata, Tohoku J. Exp. Med., I (1920), 160. 
3) E. GC. Kendall und F. S. Richardson, J. Biol. Chem., 43 (1920), 161. 
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phat bestimmt. Schliesslich wurde die Jodmenge nach Kendall und 
Richardson” ermittelt. 

Die Bestimmung der festen Stoffe erfolgte wie tiblich durch Trocknen 
des abgemessenen Blutes zuerst bei miissiger Temperatur und dann im 
Vakuumexsikator bis zum konstanten Gewicht. 

Die Ergebnisse der Analyse sind in der Tabelle II zusammen- 
gestellt. 

Das Oxyhiimoglobin von Walen ist verhiiltnismiissig leicht auf 
dem Objekttriiger in Krystallen zu erhalten. Es krystallisiert im allge- 
meinen in Prismen, wie dasjenige von Pferd oder Hund. Es gelang 
mir einmal das Oxyhiimoglobin vom Seiwal in kleinen rhombischen 
Tafeln zu erhalten. Es braucht kaum gesagt zu werden, dass das 
Himoglobin leicht sogenannte Teichmannsche Hiiminkrystalle giebt. 

Der Gehalt an festen Bestandteilen des Blutes und somit auch das 
spezifische Gewicht schwanken auch bei Cetaceen in der Hauptlinie nach 
der Anzahl von roten Blutkérperchen. Das Blut vom Seiwal, welches 
verhiltnissmiissig wenig fiir ein Walblut, doch mehr als Menschenblut, 
rote Blutkérperchen enthiilt, hat 20-24 Prozent Trockensubstanz und 
migt das spezifische Gewicht von 1,055-1,070, Der Finwalblut steht 
in dieser Beziehung nahe dem letzteren. Das spezifische Gewicht des 
Tiimmlerblutes, das um zehn Millionen Blutkérperchen enthiilt, liegt 
zwischen 1,070 und 1,085. Die Menge der festen Stoffs betriigt dem- 
entsprechend 25-33 Prozent. Das spezifische Gewicht vom Pottwalblut 
liegt zwischen den beiden Blutarten und betriigt 1,060-1,075. Sein 
Trockensubstanzgehalt betriigt 22-26 Prozent. Das Serum aller untersuch- 
ten Blutarten, wie leicht verstiindlich, besitzt im grossen und ganzen 
dieselbe Zusammensetzung, indem das spezifische Gewicht gewodhnlich 
um 1,030 liegt. 

Was die Gefrierpunktserniedrigung anbetrifft, kann ich vorliiufig 
nicht ganz Bestimmtes und Genaueres aussagen. Sie ist nach bisherigen 
allerdings wenigen Bestimmungen grosser als bei den auf dem Lande 
lebenden Tieren und betriigt zwischen 0,66 und 0,72° fiir die meisten 
grésseren Walarten. Die gefundenen Ziffern stimmen mit der Angabe 
von Portier” iiber die Goefrierpunktserniedrigung des Kammerwassers 


einer Balaenoptera sibbaldii ziemlich gut iiberein. Die letztere ist 0,705°. 
Von den kleiner Cetaceen liegt die Angabe von Jolyet” fiir das 


1) P. Portier, Société de Biologie, 62 (1907), 627; J. Physiol. et Pathol. gén., 
21 (1910) 202. 
2) F. Jolyet, Société de Biologie, 54 (1902), 293. 
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Blutserum yon einem Tursiops tursio vor, welche so hoch wie 0,83° 


kommt. Ahnliche Beobachtungen habe ich auch einigemal bei Grindwal- 


und Tiimmlerblut gemacht. Bei diesen Fiillen, konnte man jedoch fiir 
die Reinheit des Materials leider nicht Gewiihr leisten. Auch der 
Befund yon Rodier” am Blut von Phocaena communis spricht gegen 
dem Resultat yon Jolyet. Er erhielt niimlich 0,74°. 

Portier, welcher die Untersuchung auf Phocidae und mehrere 
Seevégel erweitert und bei allen von ihnen grésseren Wert als bei den 
entsprechenden, auf dem Lande lebenden Tieren erhalten hat, meint, 
dass, da Korpersaft der niederen Tiere, die den Meeresbewohnern als 
Nahrung dienen, reichlich Salz enthiilt, nicht unbedeutende Mengen 
Salze folglich mit den Verdauungspredukten ins Blut resorbiert werden. 
Obwohl der gréssere Teil der Salze sofort wieder durch eine besondere 
Titigkeit der Niere eliminiert wird, bleibt dcch etwas ncch immer im 
slut und die hiiufige Wiederholung dieser Salzeinfiihrung fiihrte 
endlich Anpassung von Gewebszellen an einer hohen Konzentration 
umgebender Fliissigkeit herbei. Wie aus der ‘Takelle II ersichtlich, 
enthilt das Walblut in der Tat mehr Chlornatrium als bei den Land- 
siiugetieren. Man diirfte wchl soweit sagen, dass es mit dem Leben 
im salzreichen Wasser zusammenhingt. Es bildete also einen Anhalts- 
punkt zur Fcrmulierung der Theorie der Entstehung yon Hemoicsmcse 
von Backman? 

Fraglich aber ist es, ob die hohe osmotische Konzentration des 
Walblutes wirklich in der Weise, wie Portier meint, entstanden sci. 
Als Stiitze seiner Hypothese fiihrte er ausserordentlich gressen Schwan- 
kungen in der Gefrierpunktserniedrigung des Harns von Pheca an. 
Nach unserer Erfahrung schwankt jedoch der Harn von Walen in der 
Regel nicht in so weitem Grenzen, wie Portier an Pheca beobachtete. 
Ich enthalte mich lieber bis einwandfreie Daten erhalten werden kénnen, 
irgendeine Erklitung dariiber abzugeben. 

Die untersuchten Exemplare vom Walblut cder Serum enthielten 
alle grosse Mengen Reststickstoff. Besonders reich waren sie an Harnstofl- 
und Aminosiiurestickstoff. Ammoniakwerte waren auch hoch. Wahr- 
scheinlich stellen die gefundenen Zahlen nicht genau die physiologischen 
Werte dar. Die letzteren liegen meines Erachtens noch etwas niedriger. 
Denn, die Umstiinde, dass das untersuchte Blut stets mehrere Stunden 
vor der Entnahme im warmen toten Leib gestanden war und dass die 

1) Rodier, Z. n. Portier, J. Physiol. et Pathol. gén., 12 (1910), 202 

2) E. L. Backman, Zentralbl. f. Physiol., 25 (1911-12), 837. 
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Tiere vor seinem Tod in der Regel enorme Muskelanstrengungen, unter 
abnormen und gezwungenen Verhiiltnissen, geleistet haben, kénnen die 
Zusammensetzung des Blutes beeinflussen im Sinne, dass die Zunahme 


der stickstoffhaltigen Substanzen erfolgt wird. 
Jolyet” fand 0,114 gr Harnstoff, 0,86 gr Chlorid und 0,0661 gr 
Eisen im Blut und 0,0118 gr Magnesium im Serum eines Delphins. 


Die von Myers” angegebene Daten fiir stickstoffhaltigen Substanzen 
scheinen im allgemeinen zu hoch zu sein. 

Der Gehalt des Walblutes an Chlornatrium ist aufallend hoch. 
Von dem oben erwiihnten erhellt sich, dass das Walblut mehr Salz 
enthalten soll als das der Landsiiugetieren. Es ist aber nicht mit 
Sicherheit ausgeschlossen, dass gewisse Menge Chlornatrium nach dem 
Tod des Tiers irgendeiner unbekannten Weise ins Blut hineigekommen 


sei. 


F. Jolyet, Société de Biologie, 54 (1902), 293; 58,1 (1906), 553. 
R. G. Myers, J. Biol. Chem., 41 (1920), 137. 























A Micromethod for the Estimation of Lactic Acid in 
Blood, Urine and Milk. (Incl. A Micro-Ether- 
Extraction Apparatus for Liquids.) 


By 


RYO TSUKASAKI. 
(HR fr) 


(From the Laboratory of Forensic Medicine [Director Prof. 
T. Ishikawa] in the Tohoku Imperial University, Sendai.) 


Of the known methods of determining lactic acid in biological mate- 
rials, such as has been described by Araki,” Yoshikawa,” Jerusalem,” 
v. Firth and Charnass,® Meissner,” Schnyer,” Ryffel,” and 
Clausen,” the last is the only micromethod. According to my experience, 
however, it can hardly be regarded as accurate. 

Although the method of v. Fiirth and Charnass is reliable for 
larger quantities of lactic acid, it is not directly applicable to the determina- 
tion of small amounts. But in my attempt to obtain an accurate and 
rapid method, I soon found that some modifications would give it the form 
suitable to a microdetermination. The technique developed will be pre- 
sented in the following pages. Comparative determinations made by this 
procedure and the method of Clausen gave results in favour of the new 


method. 
I. A Micromethod for the Estimation of Lactic Acid. 
Reagents. 


For oxidation. 


1, N/100 or N/300 solution of potassium permanganate, 
2. 0.5 per cent sulphuric acid. 
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For titration, 


3. 0.02 or 0.01 per cent solution of potassium bisulphite, which 


should be titrated with a normal solution of iodine just before use, since 
its strength alters on keeping. 

4. N/500 or N/1000 solution of iodine. One e.c. normal iodine solu- 
tion corresponds to 0.045 gram lactic acid ; hence 1 ¢.c. of a N/500 and of 
a N/1000 solution of iodine to 0.00009 and 0.000045 gram of lactic acid 
respectively. 

Since the difference between 
the amount of the iodine and the 
potassium bisulfite solution in- 


dicates the amount of the acet- 





aldehyde formed, the amount of 





lactic acid originally present 





may easily be calculated. 
The oxidation apparatus is 


the same in the main as that of 





v. Fiirth and Charnass, but 











it is more simple and on a 





smaller scale. 
The oxidation flask (QO) is 
round bottomed and of 250 e.c. 











capacity. It is fitted with a 
rubber stopper through which 








pass a 25 c.c. burette (B) and a 
bent glass tube (T). The outer 
end of this glass tube is fitted 
tightly to the upper end of a 








small condenser (C), which is in 
turn connected to a glass tube 
reaching to the bottom of the re- 
ceiver which contains the solu- 


tion of potassium bisulphite to 








absorb the aldehyde produced. 
The receiver (R) consists of a 


glass cylinder, about 25 cms. in 








height and 3 cms. in diameter, 
has a capacity of 100 c.c., and 
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is graduated in 5 c.c. from 0 to 25 ¢.c.. Details of the arrangement of 


the apparatus are illustrated in figure 1. 


Realisation of oxidation. 


The material to be analysed is mixed in the oxidising flask with 50.0 
ec, of 0.5 per cent. sulphuric acid and a small amount of talcum. The 
contents of the flask are then heated with a large flame until a few drops 
of condensed water come from the condenser. Then the flame is made 
smaller and the condenser is fitted tightly to the receiver containing 5.0 
ec. bisulphite solution of a definite concentration. Now the potassium 
permanganate solution is added from the burette, a drop at a time, until 
a permanent pale brown colour appears, indicating the completeness of 
oxidation. But, in practice, in spite of this colouring it is necessary to add 
further 2.0 ¢.c. of the chameleon solution in order to entirely oxidise the 
material, and the heating must be continued until the water is distilled over 
to the 20.0 c.c. mark of the receiver. After standing 20 minutes, the dis- 
tilate is then titrated with the iodine solution, with starch as an indicator. 

That a solution of potassium bisulphite is capable of absorbing the 
acetaldehyde has been repeatedly observed by many authors. In accord- 
ance with the result of former investigations, my experiments have proved 
that the absorption produces no loss of the aldehyde, as the following table 


shows. 


TABLE I. 


The amount of aldehyde was calculated from the following relation : 
1.0 ¢.c. of 0.1 normal soultion of potassium bisulphite corresponds to 0.022 
grm. of aldehyde. 





— roe oy to be Aldehyde found 

, : | Concentration of iodine Amounts of Per cent. of 
amy | Theoretical | solution and its consump- aldehyde | aldehyde 
a content (grm.) tion (c.c.) found (grm.) | found 
1.0 | 0.00027 N/50 0.65 0.000281 104 
30 | 0.00081 | 1.85 0.00081 100 
5.0 0.00135 3.05 0.001342 99.4 
8.0 0.00216 4.55 0.002002 92.2 
10.0 0.0027 5.6 0.002464 91.2 
13.0 0.00351 8.0 0.00352 100.0 
15.0 0.00405 9.3 0.004092 100.1 
18.0 0.00486 1.1 0.004884 100.4 
20.0 } 0.00540 2.1é 0.005346 99.0 

Diluted tenfold. 
15.0 | 0.000405 | 0.0004048 99.0 
10.0 0.00027 0.000264 97.7 
5.0 0.000135 | 3. 0.000132 97.7 
1.0 0.000027 0.0000264 97.7 
Psst evitnivins 98.3 
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In order to ascertain the accuracy of this method, a number of 
experiments were made with a solution of lactic acid prepared from 
pure zine lactate. It is obvious from the table that this procedure gives 
satisfactory results in determining 0.0000335 gram of lactic acid. This 
method may be adopted also in cases of samples which contain much less 
of the acid. Under such conditions, however, all of the reagents should 
be employed in a concentration exactly fitted to the amount of lactic acid 
to be determined. 


TABLE II. 





Zinc lactate carried 


Lactic acid found lo 
to be examined zactic acid founc | Concentra- 


|tion of per- 

|manganate 

solution 
used 


| . ” SO. 
, Theoretical Ic dine solution 
Volume | - | consumed and its 
, (content of lactic ° 
(c.c.) . concentration 
| acid (grm.) (ec.) 


Amounts of Per cent. of 
lactic acid lactic acid | 
found (grm.) found 


0.5 per cent zinc lactate. 
10.0 0.0335 | N/10 7.2 | 0.0324 96.7 
| 


2 | 0.032 96.7 
5 | 0.0248 98.8 
ee 5.6 0.0252 100.0 
0.01675 N/! 3.3 | 0.01647 98.3 

is 8, 0.01656 98.8 
0.008375 9, 0.00919 109.6 

2 | 9.1 | 0.00919 109.6 


0.05 per cent zinc lactate. 
10.0 0.00335 N/100 


” ' ” 
5 | 0.0251 


” 


0.003245 96.8 
0.003240 96.8 
0.002498 99.4 
0.002385 94.9 
0.001665 99.4 
0.001688 100.7 
0.000810 | 96.9 
0.000855 102.0 


’ 


’ ” 
7.5 0.002513 


AIST 
or ts 
Sy 


S 


be saa be 


0.001675 


o 


- ” 
0.0008375 


” 


— me C5 80 


0:005 per cent zinc lactate. 


10.0 0.000335 N/1000 0.00082 96.8 
0.000324 96.8 
0.000234 96.6 
0.0001665 99.4 
» 0.000162 96.7 
0.00008375 Ti 0.00007875 94.0 
“ / 0.00007 425 88.7 
0.0000335 x 0.0000270 80.5 

5} 00000295 | 80.7 


Average 97.3 


ISI 


ee) 


0.0002513 
0.0001675 





> ~1 mm to to 





” 


II. Micro-ether-extaction Apparatus for Liquids. 


In order to estimate the lactic acid in the blood and the tissues, it 
must first be separated by extraction. For this purpose I have construct- 
ed a micro-apparatus involving the mcedification of Clausen’s ether- 





A Micromethod for the Estimation of Lactic Acid in Blood, Urine and Milk 433 


extraction and Suto’s” hot-aleohol-extraction apparatus. It consists of 
the following portions, all made of glass. 

1, The ether-holder (E) is a round bottomed flask which has a long 
and wide neck. It has a height 
of 32-35 ems., a calibre of 3 cms., 
and can be fitted tightly to the 
condenser. On the inside of the 
upper part of the neck it is pro- 
vided with four projections which 
serve for holding a  material- 
holder. If the holder is made in 
such a manner that it may be 
separated into two parts at 8 cms. 
above the bottom, one can take out 
the ether more easily. 

2. The material-holder (M) 
is a test tube (20 cms. long) with 
a thin long branch, which is attach- 
ed at the upper part of the tube 








and reaches to its bottom. For 


the samples amounting to less 


than 15 c.c., the tube having a 
calibre of 1.4 cms. is used. If the 
volume of the test is larger than 
15 c.c. or 25 c.c., then a tube of 1.8 





ems. resp. 2.0 ems. wide should 
be chosen. 

3. The  ether-leader (L) 
serves to lead the ether from the 
tip of the condenser into the 
material. It has a height of 27 














ems. and a calibre of 5 mms. It 








is the same as that of Clausen. 
4. Thecondenser(C)has four 
cooling-chambers, the two lower 
of which dre twice as large as the 
others. The whole length of the con- 
denser is about 20 ems.; in spite of 
its small size it works very well. 
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To realise the extraction the apparatus is connected as illustrated in 
the accompanying figure 2. In the ether-holder an adequate quantity of 
ether is poured, and then the material-holder with the material is set on 
the four projections of the outer vessel. Subsequently the ether leader is 
dipped into the material and at last the condenser is connected tightly to 
the flask (EF). The extraction is carried out in the water-bath. 


III. Estimation of Lactic Acid in Tissues. 


In order to extract thoroughly the lactic acid contained in the blood 
and the tissues it must first be set free, because the salts of lactic acid are 
insoluble in ether. For this purpose the use of concentrated phosphoric acid 
is preferable. According to my experience, the extraction is more efficient 
when the material is digested at first with phosphoric acid during 30 
minutes at 70°-90°C. and then treated with ether. The reliability of 


this mode of extraction is illustrated in the following table. 


TasLE III. 


It is examined with a sodium lactate solution which contains 0.00288 


gram of lactic acid in 2 c.c. 





N/500 
Hours iodine Lactic 
solution acid found 
extracted consumed (grm.) 


Volume of the 
solution carried 
| to be examined 
(c.c.) 


Minutes 
Temperature 
warmed 


30’ 2. 8.0 . 0.00216 
10.0 o. 0.00279 

15.0 3: 0.00288 

sas 20.0 3. 0.00288 

5.0 11.0 a 0.00711 

2.0 20.0 2.$ 0.00221 


(a) Estimation of lactic acid in the blood. 


The estimation of the lactic acid in the blood must be preceded by 
the preparatory removal of proteins. ‘The method of Folin and Wu" 
is suitable for the purpose. After having added 14.0 c.c. distilled water ; 


2.0 cc. 10 per cent solution of sodium tangustate and 2.0 ¢.c. 2/3 normal 
sulphuric acid to 2.0 ¢.c. of whole blood, or of plasma or of blood cor- 
puscles, the mixture is shaken well and filtered, when it becomes brownish. 
The filtrate represents then a tenfold dilution of the original matter. 
From the filtrate 5 or 10 ¢.c. are withdrown by means of a pipette, and 
transferred into the material-holder, 1.0 ¢.c. of concentrated phosphoric 
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acid and 3.5 or 7.0 grams of ammonium sulphate are added and the mixture 
is warmed for 30 minutes at about 80°C.. After cooling, the whole is 
placed in the apparatus and extracted for 15 hours. When the extrac- 
tion is completed, the ether is poured in an evaporating dish and the ether- 
holder is rinsed thoroughly with 3 per cent solution of ammonium 
hydroxide. The ether solution and washing are collected and evaporated 
on a water-bath in an air current from an electric fan. When the ether 
is evaporated—any presence of ammonia is harmless—the residue is 
quantitatively transferred into the oxidation flask with 50.0 c.c. of 0.5 per 
cent. sulphuric acid. The further operation is as above described. (the 
concentration of the reagents to be used in this case ; N/300 potassium 
permanganate, 0.02 per cent bisulphite and N/500 iodine are suitable.) 

The result of experiments carried out on whole blood, plasma and 
blood corpuscles of rabbits are shown in Table 4. It is plain that the 
method is not inferior in its accuracy to that of Clausen. 


TABLE IV. 


The citrated blood of rabbits were centifugalized and lactic acid in 
one c.c. of whole blood, of blood cell and of plasma was estimated. The 
amount of lactic acid in 1.0 ¢.c. of the whole blood represents about half of 
the sum of it in 1.0 c.c. of the blood cell and of the plasma. This fact in- 
dicates the accuracy of this method. 





N Plasma Blood cell c ae Whole blood 

No. of _ eo = Lactic acid in)____ 
. N/500 N/500 cell+ plasma) 4/500 

experi- | iodine iodine ° iodine | 

solution | ¢ solution solution | 

found : . | 

ment | consumed consumed (grm.) consumed 

(grm.) 

_(ee) | (c.c.) (c.c.) | 


2.1 | 0.0189 0.0126 0.0157 2.0 0.0180 


| 
2.7 | 0.0243 | 8 0.0252 | 0.0247 25 | 0.0225 
| 


Lactic 
acid 
found 
(grm.) 


Lactic 
acid 
found 
(grm.) 


Lactic 
acid 


0.0495 0.0344 4.0 | 0.0364 
0.0351 0.0873 | 4.1 0.0369 


2.6 0.0234 | 


44 | 0.0396 
0.0378 3. | 0.0279 | 0.0328 3.5 0.0315 


» 
-_ 


(b) Estimation of lactic acid in urine. 


If the urine contains protein, it must be entirely removed by means 
of saturation with ammonium sulphate before the extraction of the acid. 
Generally, 7-8 grams of this salt are needed for 10.0 c.c. of urine. * 

To remove urinary pigment, 15 c.c. of urine, freed from protein and 
diluted three times with distilled water, are placed in a measuring flask 
of 50.0 c.c., 10 c.c. of 20 per cent copper sulphate and of 10 per cent 
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calcium hydroxyde, 5 c.c. of 80 per cent alcohol are added ; shaken well 
and then made up to 50 c.c. with distilled water ; and shaken once more. 
After standing for 30 minutes, the mixture is filtered through a dry filter- 
paper. 295 c.c. of the filtrate are withdrown by means of a pipette into a 
dish and evaporated to a small volume in the water-bath. After this it 
is submitted successively to extraction, oxidation, titration in a similar 
way to that in the case of blood. It is preferable to use here a 0.032 per 
cent solution of potassium permanganate (about 0.01 normal). 

The results of experiments on urine are shown in the following table : 


TABLE VY. 





Kind of | Volume of urine carried N/500 iodine Per cent. of 
urine to be examined solution consumed lactic acid found 





Human 2.5 cc. 2.6 c.c. 0.00936 grm. 

o 4.8 0.01728 (nephritis) 

1.8 0.00648 

Rabbit 2.4 0.00846 

2.05 0.00738 

1.05 0.00378 

3.0 0.01080 

0.01062 

5.3 0.00954 


(c) Estimation of lactic acid in milk. 


In order to remove the protein, to 2-5 e.c. of milk, 8 volume of 
distilled water, 0.5 volume of 10 per cent sodium tangustate and of 2/3 
normal sulphuric acid are added. Further treatment is similar to the 
determination of that in blood. Ifa small amount of milk be analysed, 
it is better to use N/1000 iodine and 0.01 per cent solution of potassium 
bisulphite. The results showing the determination of lactic acid in milk 
by this method are given in Table 6. 


TaBLE VI. 





Kind of | Volume of milk carried N/500 iodine Per cent. of 
milk to be examined | solution consumed lactic acid found 


2.5 c.c. 1.9 c.c. 0.00684 grm. 

- 1.8 0.00544 
- 2.0 0.0072 
1.0 0.9 0.0081 
0.7 0.0063 
1.4 0.0126 

- 1.05 0.00945 
Human 0.9 0.0081 
Dog 0.8 0.0072 
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The lactic acid present in fresh milk may be detected in the form of 


crystals of zinc salt. It contains as much acid as the urine does. - 


oxybutyric acid was not detectable by the method of Schaffer and 


Hubbard” in fresh milk. 


(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(7) 
(8) 
(9) 
(10) 
(11) 
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Zur Frage der Insulinhypophosphatamie. 


Von 
DR. TOSHIO KUROKAWA. 
(™ Jil #0 aw) 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. S. Yamakawa 
an der Tohoku Universitat zu Sendai.) 


Veriinderungen im Mineralstoffwechsel des diabetischen Kérpers 
sowie Ionenwirkungen auf den Kohlenhydratstoffwechsel sind schon seit 


langem vielfach studiert worden. Sie sind aber neuerdings seit der ge- 
. ~ . yo 7 ~ « . 
nialen Entdeckung des Insulins durch die Torontoer Forscher wieder 


besonders in den Vordergrund des Interesses getreten. Unter anderem 
haben manche Forscher den Schwankungen des anorganischen Phosphates 
des Blutes unter Insulinwirkung ihre Aufmerksamkeit geschenkt, mit 
besonderer Beriicksichtigung der Laktazidogentheorie, welche von Emb- 
den” schon im Jahre 1912 ausgesprochen und seitdem als Hypothese der 
Kohlenhydratstoffwechselphysiologie bekannt ist. Unter den Insulinpro- 
blemen ist vor allem sein Wirkungsmechanismus von vielen Seiten mit 
fieberhaftem Fleiss erforscht worden, und jetzt, wo die verschiedenen 
Theorien, ihn zu erkliiren,—z. B. Beférderung der Glykogenbildung, ge- 
steigerte Zuckerverbrennung u. a. m.—auf manche Hindernisse stossen 
diirften, hat die Laktazidogentheorie aufs neue einen grossen Aufschwung 
gewonnen. Nach der Laktazidogentheorie kann man das Zustandekom- 
men der Insulinhypoglykiimie in der Weise erkliiren, dass der Trauben- 
zucker im Blute unter Wirkung des Giftes mit anorganischem Phosphate 
in Hexosephosphorsiiure umgewandelt wird, die sich als reduzierende 
Substanz nicht nachweisen lisst. Und auf diesem Gebiete sind schon 
recht zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt worden. Harrop und 
3enedict” nahmen an, dass es unter Insulin zur Bildung eines P-halti- 
gen Intermediiirproduktes, iihnlich der Hexosephosphorsiiure, kommt und 
auf diese Weise eine speicherungsfiihige Glukoseverbindung verursacht 
wird. Diesen Schluss leiteten sie von der Beobachtung ab, dass nach In- 


sulin ein bedeutender Abfall anorganischen Phosphates mit gleichzeitiger 
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Hypoglykiimie bestand, welchem ein kompensatorisches Anwachsen des 


Phosphates nachfolgte. Was die Senkung anorganischen P im Blute nach 
Insulinverabreichung betrifft, so haben schon friiher Briggs, Doisy und 
Weber,” Staub, Fréhlich und Giinter® und Perlzweig, Latham 
und Keefer” auch darauf aufmerksam gemacht. Wigglsworth, 
Woodrow, Smith und Winter” beobachteten auch Senkung des anor- 
ganischen P des Blutes unter Insulin, die nach Nachlassen des Krampfes 
durch Glukosezufuhr noch lange bestand. 

Die Ergebnisse der oben genannten Autoren stimmen darin iiberein, 
dass der Gehalt des Blutes an anorganischem P unter Insulin sinkt. Aber 
ob diese Senkung des Blutphosphates als eigentliche Insulinwirkung zu 
betrachten sei, oder ob die Insulinhypoglykiimie lediglich durch Laktazido- 
genbildung hinreichend erkliirt werden kann, diese Frage steht noch offen. 
Um zur Klirung dieser Frage etwas beizutragen, habe ich einige Ver- 
suche vorgenommen, die ich im Nachstehenden des Niiheren ausfiihren 
will. 


Methodisches. 


Als Versuchstier wiihlte ich Kaninchen, die 24 Stunden lang ge- 
hungert hatten, um den Einfluss der Nahrung méglichst auszuschliessen. 
Als Insulinpriiparat gebrauchte ich Iletin (von Lily & Co. bezogen). 
Zur Ermittlung des anorganischen P des Blutes benutzte ich die von Bell 
und Doisy” ausgearbeitete, nachher von Briggs” modifizierte kolorimet- 
rische Methode. Den Blutzucker habe ich nach dem neuen Bang’schen" 


) 


Verfahren bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 
(1) Abfall des anorganischen Blut-P nach Insulin. 


In den eingangs erwiilinten Arbeiten der vorangehenden Forscher 
wurde die Bestimmung des Blut-P-Gehaltes meistens lediglich auf’ je 
einmal vor und nach der Injektion beschriinkt, so dass man daraus von 
ihrer zeitlichen Schwankung kaum Genaues erfahren kann. Um auf 
diese Verhiiltnisse noch genauer einzugehen, fiihrte ich die Blutprobe nach 
der Injektion etwa stundenweise bis zu 6 Stunden aus. 

Wie die Tabelle zeigt, konnte ich den Befund der vorangehenden 
Autoren bestiitigen, dass die Senkung des anorganischen Blut-P nach 
Insulin wirklich eintritt. Was den zeitlichen Verlauf betrifft, erreicht 
der P-Spiegel schon 30 Minuten nach intravenéser Darreichung von In- 
sulin sein Minimum, das darnach ungefiihr 3 Stunden lang dauert und 
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Tabelle 1. 


Schwankung von anorg. Blut-P und Blutzucker 


nach Insulininjektion. 





7 — j 
V ersuchstier 1 2 3 4 


avr. = 





Korpergewicht(g) my 
| 


u. 1560 4 2006 | 21409 | 31209 2020 9 
Geschlecht ey I= Kee) ee eee 
Insulin (cem) | 1,0 m.... ae Mi Ma 

, sube. intray. intray. ___intray. intray. 
“| Blut- |Anorg.| Blut- |Anorg. Blut- {Anorg.| Blut- |Anorg.| Bult- |Anorg. 
zucker| P (zucker’ P |zucker| P |zucker| P (zucker| P 
| (g22) |(mg2e)) (g 26) \(mg2e) (g26) K(mg2e) (g26) |(mgze) (26) \(mgzs) 
Vor Insulin | 0,087} 5,41 | 0,095) 4,15 | 0,111) 3,83 | 0,095| 3,08 | 0,088 2,92 


Insulin ails sas sien 
1 Std. } — | — | 0,045) | 0,044; — | 0,049| 2,08 | 0,048) 1,25 


—_ a Te . = —_ _ i 
30 Min. nach | — | — | 0,048] 3,02 | 0,046/ 2,46 | 0,070| 2,12 | 0,062) 1,90 


2 Std. | 0,051| 4,48 | 0,060| 3,15 | 0,065) 2,62 | 0,044, — | 0,045 


’ | 


3 Std. | 0,049| 3,62 | 0,098] — | 0,108! — | 0,080/ 2,66 | 0,060) 1,24 


4 Std. | 0,038| 3,60 | 0,122| 3,66 | 0,125| 3,85 | 0,102] 2,78 | 0,120 


5 Std. — | 0,144) 4,17 | 0,122] 2,69 | 0,132 


6 Std. ito. | 0,095] 4,20 / — | — 0,118) 2,88 | 0,120) 1,43 
nach 4 oder 6 Stunden allmiihlich zu seinem priformierten Wert zuriick- 
kehrt, zu welcher Zeit der gesunkene Blutzucker ebenfalls seine urspriing- 
liche Hohe wieder erreicht oder sie sogar iiberschreitet. Wenn man ledig- 
lich diesen Parallelismus der Schwankungen des Blutzucker- und -phos- 
phorspiegels betrachtet, so kann man leicht zur Annahme gefiihrt werden, 
dass in diesem Falle zwischen beiden Substanzen eine innige Beziehung 
besteht. Darauf beruht ja die Anschauung der Hexosephosphorsiiurebil- 
dung nach Insulinzufuhr. Man muss aber zur Festigung dieser Annahme 
vorerst feststellen, ob diese Senkung des Blutphosphors von der spezifi- 


schen Insulinwirkung hervorgebracht wird. 


(2) Anorganisches P im Blute nach intravenéser 
Glukosezufuhr. 


Wigglsworth, Woodrow, Smith und Winter” beobachteten 
schon, dass die Insulinhypophosphatiimie nach Nachlassen der Konvulsion 
durch Glukosezufuhr noch lange bestehen blieb. Bekanntlich kann man 
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durch Glukoseinfusion die Erscheinungen der sogenannten hypoglykiimi- 
schen Reaktion zum Verschwinden bringen. Wenn man also voraussetzt, 
dass die Insulinhypophosphatiimie auch einen der sogenannten hypoglykii- 
mischen Komplexe repriisentiert, dann ist es méglich, durch Glukosedar- 
reichung den gesunkenen P-Gehalt zur urspriinglichen Hohe zuriickzubrin- 
gen. Wenn dagegen die Insulinhypophosphatiimie nicht die Folge der 
Hypoglykiimie darstellt, sondern direkt von der Laktazidogenbildung 
abhiingig ist, so ist es wohl méglich, dass die infundierte Glukose nun mehr 
anorganisches P auch fiir sich in Anspruch nimmt, wodurch die schon be- 
stehende Insulinhypophosphatiimie noch immer verstiirkt werden muss ; 
denn durch Glukosezufuhr kann die Laktazidogenbildung von neuem 
angeregt werden. Falls Letzteres richtig ist, muss ein starker Blutphos- 
phatsturz augenblicklich bei einem Experiment eintreten, bei welchem eine 
Menge Glukose zugefiihrt wird, die im Vergleich zu der durch Insulin 
zum Verschwinden gebrachten Menge bei weitem grésser ist, weil es schon 
seit v. Brasol™® allgemein bekannt ist, dass sich intravendés injizierter 
Zucker als solcher im kreisenden Blute sehr rasch unseres Nachweises zu 
entziehen pflegt. Bevor ich auf die Untersuchung iiber den Einfluss der 
Glukosezufuhr auf anorganisches P eingehe, will ich zuerst diese Beobach- 


tungen der genannten Autoren nachpriifen. 


_Tabelle 2. 


Einfluss der Zuckerzufuhr auf Insulinhypophosphatiimie. 





Versuchstier- Nr. ] 
; Koérpergewicht (g) u. 1620 ¢ 
Geschlecht * 
Insulin (ccm) intray. 1,0 


Blutzucker Anorg. P Blutzucker Anorg. P 
(2%) (mg) (22%) (mg%) 


Vor Insulin 0,098 446 | 0,095 | 3,2 


30 Min. nach Insulin 0,062 3,27 0,051 2,39 


1 Std. “ 0,048 0,033 | 2,11 


25% Glukoselésung (ccm) 

intray. 
1 Std. nach Zucker 0,362 | 0,233 
2 Std. ~- 0,070 


3 Std. | 0,083 
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Aus dem Ergebnis dieser Versuche sieht man, dass die Insulinhy pophos- 
phatiimie durch Glukoseinfusion nicht zum Ausgleich gebracht werden 
kann, sondern dadurch eher noch etwas verstiirkt wird. Dieser Befund 
scheint einmal fiir die Annahme der Laktazidogenbildung nach Insulin 
zu sprechen. Ich halte es aber fiir nétig, bevor man sich bemiiht, den 
komplizierten Vorgang, den Einfluss der Glukosezufuhr auf Blutphosphat 
unter Insulinwirkung auseinanderzusetzen, iiber das Verhalten des Blut- 
phosphors bei blosser Glukosezufuhr genaue Kenntnis zu gewinnen. Im 
Folgenden fiihre ich also die Ergebnisse dahin gehender Experimente an. 


Tabelle 3. 


Verhalten des anorg. Blutphosphates nach Zuckerinfusion. 





Versuchstier- Nr. 1 2 3 4 
Kérpergewicht (g) » an 
. 2300 2200 
u. Geschlecht 
2526 Glukoselé- 1 
sung (eem) intray 


2100 4 


8,0 21,0 10,0 10,0 


Blut- 
zucker 
(2%) 


Anorg. 
» 


(mg ) 


Blut- {Anorg. 
zucker | P 
(2) mg%) 


Blut- |Anorg. 
zucker | P 
(g%) \(mg%) 


Blut- 
zucker | 
(mg?) 


Vor Injektion 0,088 | 6,04 | 0,107 | 4,48 | 0,089 | 3,75 2,77 
5 Min. nach 4,07 0,362 0,392 2,29 


Injektion 
30 Min. 


5,1 1 0,882 


0,918 
0,542 0,285 | 3,5 — 


1 Std. 0,219 


1,5 Std. 
2 Std. 


3 Std. 0,217 0,255 


4 Std. 0,086 0,116 | 3,12 


5 Std. 0,160 0,094 


6 Std. 0,080 | 5,90 0,080 


Zicht man beispielsweise das Versuchstier 1 und 2 in Betracht, so 


betrug ihre gesamte Blutmenge, nach dem Ké6rpergewicht berechnet 
(Wahlgren, Bock"), resp. ca. 147 und 127g. _ 5 Minuten nach Zucker- 
zufuhr konnte man in beiden Fiillen nicht mehr als 0,9% Blutzucker 
finden, wihrend sich der Blutzucker durch injizierte Glukose um 1,6 und 
Also verschwand der injizierte Zucker bald 


3,5% vermehrt haben muss. 
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nach Infusion schon zum grossen Teil aus dem Kreislauf. Wenn der 
Zuckerschwund in solchen Fiillen lediglich durch Laktazidogenbildung 
bedingt werden sollte, so muss der Abfall des anorganischen P des Blutes 
aus dem schon erwiihnten Grunde augenblicklich und zwar in grossem 
Umfang beobachtet werden. In Wirklichkeit fand man aber die Ver- 
minderung des letzteren nicht merklich, sie trat erst nach dem Zeitraum 
einiger Stunden nach Zuckerzufuhr mehr oder minder stark in die Er- 
scheinung. Um dieses Verhiiltnis noch ausgepriigter zu beobachten, habe 
ich den Zucker im Intervalle einer Stunde 3 mal hintereinander intravenés 
injiziert und inzwischen die Blutprobe vor und nach jeder Injektion aus- 
gefiihrt. 


Tabelle 4. 


Verhalten des Blutphosphates bei wiederholter Zuckerinfusion. 


Kaninchen 1920 g. 





Blutzucker (g¢22) Anorg. P (mg?) 


25% Glukoselésung 10 ccm intray. 
Vor d. 1. Injektion 0,112 


5 Min. nach d. 1. Injektion 0,402 


1 Std. nach d. 1. Injektion 
252% Glukoselésung 10 ccm intrav: 


Direkt vor d. 2. Injektion 0,198 3,29 
5 Min. nach d. 2. Injektion 0,551 3,30 


1 Std. nach d. 2. Injektion 
2526 Glukoselésung 10 cem intray. 


2,93 


Direkt yor d. 3. Injektion 0,196 


5 Min. nach d. 3. Injektion 0,559 2,63 


Wiihrend eine recht grosse Menge von Zucker bei jeder Injektion die 
Blutbahn passierte, verhielt sich der Gehalt des Blutes an anorganischem 
P jedesmal fast gleich, abgesehen von der oben erwihnten Reaktion, die 
sich in einer ganz allmihlichen Senkung iussert. Um die Frage noch 
aufzukliiren, ob die zuletzt erwiihnte Senkung des anorganischen P, die 
nach Zuckerzufuhr besteht, aber mit der Blutzuckerschwankung keines- 
wegs parallel liuft, fiir Glukose selbst charakteristisch ist, injizierte ich 
bei den fulgenden, sonst gleich gestalteten Versuchen isotonische Kochsalz- 


lésung statt hypertonischer Glukoselésung. 
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Tabelle 5. 


Verhalten des Blutphosphates bei Injektion physiologischer 
Kochsalzlésung. 


Kaninchen 4 1850 g. 





0,922 NaCl-Lésung 20 ccm intray. 


Zeit | Blutzucker (g2%) Anorg. P (mg2z) 


| 0,106 4,90 
5 Min. nach Injektion 0,103 4,76 
1 Std. . 0,107 2,48 
Sid... ,, 0,110 2,76 
3 Std. 0,110 2,88 
4 Std. " 0,095 3,06 


} 


Vor Injektion 


” 


Kaninchen 6 2100 g. 





0,99 NaCl-Lésung 21 ccm intray. 
Vor Injektion 0,098 3,82 
5 Min. nach Injektion 0,096 3,75 
1 Std. e 0,102 3,03 
2 Std. 0,108 2,88 
3 Std. 0,112 3,06 
4 Std. 0,102 3,2 


Bei Infusion von Kochsalzlésung konstatiert man auch wie bei 
Glukosezufuhr einen Abfall des anorganischen P und zwar einige Stunden 
nach der Injektion. Dass diese Senkung des Blut—P nicht lediglich von 
der Verdiinnung durch zugefiihrte Fliissigkeit selbst herriihrt, ist wohl 
leicht verstiindlich ; denn sie kommt nicht sofort nach Fliissigkeitszufuhr, 
sondern erst spiiter zur Erscheinung und erreicht ihr Maximum gegen 2 
Stunden nach der Injektion. Ob sie auf durch Osmose bedingter Hydri- 
mie beruht oder nicht, kann ich zur Zeit nicht entscheiden, da der Fliis- 
sigkeitsaustausch zwischen Blut und Gewebe nach Zucker- oder Salzzufuhr 
in ziemlich komplizierter Weise vor sich gehen soll (Lipschitz,"” Non- 


» Birger und Hagemann”). Jedenfalls 


nenbruch und Szyszka,' 
konnte ich mich aus den eben angefiihrten Versuchen der Zucker- oder 
Salzzufuhr davon iiberzeugen, dass beim Verschwinden des Trauben- 
zuckers und anorganischen Phosphors aus dem Kreislauf beziiglich der 


Zeit und Menge kein Parallelismus zwischen beiden besteht und das etwaige 
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Vorkommen des P-Sinkens beim Zuckerschwund fiir den Zucker selbst 
niemals charakteristisch ist. Dieser Befund bringt also zu Gunsten der 
Laktazidogentheorie keinen Beweis. Es wiire denn, dass man anzunehmen 
berechtigt sei, von aussen kiinstlich zugefiihrter Zucker verhalte sich dem 
Blutphosphat gegeniiber anders als eigentlicher Blutzucker. 


(4) Blutzuckerspiegel nach Phosphatinjektion. 


Um die Beziehung zwischen Blutzucker und anorganischem P weiter 
zu untersuchen, priifte ich die Schwankung des Blutzuckers nach Phosphat- 
injektion. Zu diesem Zweck erhielten zwei Kaninchen je 50 und 150 mg 
sekundiires Natriumphosphat, also als P berechnet resp. 4,5 und 12,9 mg. 
Die beiden Versuchstiere hatten ungefihr 100 g Blut (ca. 7% des Kor- 
pergewichtes). Die injizierte P-Menge betrug also beim ersten ungefihr 
ebenso viel wie das gesamte anorganische P des Blutes, beim zweiten war 
ums 3 fache grésser. Schon 5 Minuten nach Phosphatzufuhr verschwand 
die injizierte Substanz fast ganz aus dem Blute, der Blutzuckerspiegel 
jedoch erfuhr keine merkliche Veriinderung. 


Tabelle 6. 


Einfluss der Injektion anorg. Phosphates auf den 
Blutzuckerspiegel. 


Kaninchen 4 1420 g. 





Na. phosph. (572) 1,0 ccm intray. 


Zeit Blutzucker (g#) | Anorg. P (mg?e) 
Vor Injektion 0,094 4,32 

5 Min. nach Injektion 0,098 5,04 

30 Min. 0,106 o- 

1 Std. 0,108 4,12 

2 Std. 0,108 at 

3 Std. 0,112 3,65 

4 Std. 0,122 4,06 





Kaninchen 6 1400 g. 





Na. phosph, (5%) 3,0 ccm intrav. 


Zeit Blutzucker (g2%) 


Anorg. P (mg%) 


Vor Injektion 5 5,03 
5 Min. nach Injektion 5,12 
30 Min. 5,22 
| 4.62 

4,45 
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(4) Anorganisches Blutphosphat bei Einverleibung 
verschiedener Pharmaca. 


In den oben angefiihrten Versuchen konnte ich zeigen, dass zwischen 
den Schwankungen des anorganischen Phosphors und Zuckers im Blute 
keine direkte Beziechung besteht. Um die Natur der Insulinhypophosphat- 
iimie weiter klar zu stellen, habe ich in den folgenden Versuchen ver- 
schiedene Pharmaca herangezogen, welche teils den Blutzucker mehr oder 
minder stark beeinflussen, teils jedoch nicht. Zuerst wurde gepriift, in 
welcher Weise Adrenalin, das bekanntlich bei Tieren bedeutende Hyper- 
glykiimie verursacht, den P-Gehalt des Blutes beeinflusst. Zwei Kanin- 
chen erhielten je 0,5 cem Adrenalin in die Ohrvene. Die Tiere reagierten 
darauf, wie erwartet, mit erhGhtem Blutzuckergehalt, wobei aber das an- 
organische P des Blutes umgekehrt immer sank. Also in Betreff auf 
Blutzucker verhilt sich Adrenalin als Antagonist des Insulins, auf Blut- 
phosphor dagegen wirkt es gleich wie letzteres. Die Ergebnisse der Ver- 
suche sind in den unten stehenden Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle 7. 
Abfall des anorg. Blut-P nach Adrenalininjektion. 


Kaninchen 4 1530 g. 





Adrenalin hydrochl. (0,122) 0,5 cem intrav. 


Zeit Blutzucker (g2%) | Anorg. P (mg?) 





Vor Injektion 0,106 5,32 
1 Std. nach Injektion 0,138 | 2,43 
2 Std. ” 0,224 2,41 
3 Std. “ 0,265 2,48 
4 Std. 0,252 3,52 


4 


Kaninchen 4 1600 g. 





Adrenalin hydrochl. (0,122) 0,5 ccm intray. 


Zeit Blutzucker (g¢%) Anorg. P (mg?) 





| 
Vor Injektion 0,098 4,82 
1 Std. nach Injektion 0,125 | 2,92 
2 Std. fr 0,230 3,01 
3 Std. 3 0,260 | 3,12 
4 Std. pe 0,258 3,68 


Die sogenannten hypoglykiimischen Reaktionen, die durch Insulin- 
zufuhr verursacht werden, kénnen, wie bekannt, durch Adrenalin prompt 
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aufgehoben werden. Dass die Insulinhypophosphatiimie durch Zucker- 
gufuhr nicht zum Ausgleich gebracht werden kann, wurde schon oben 
auseinandergesetzt. Im Folgenden wurde der Einfluss des Adrenalins auf 
Insulinhypophosphatimie untersucht. 


Zwei Kaninchen wurde Insulin unter der Haut einyerleibt. 2 Stunden darnach, als 
die Senkung des anorganischen P und des Zuckers des Blutes ihr Maximum erreicht hatte, 
bekamen die Tiere wieder Adrenalin unter die Haut. Zucker- und P-Gehalt des Blutes 
wurden weiter parallel untersucht. 


Tabelle 8. 


Einfluss des Adrenalins auf die Insulinhypophosphatiimie. 


Kaninchen 6 1560 g. 





Zeit Blutzucker (¢2%) Anorg. P (mg) 
—_ = — - i 


Insulin 0,8 cem subcutan | 

Vor Injektion 0,087 

2 Std. nach Injektion | 0,051 
| 


| 


| 
| 


5,41 

4,48 

2 Std. nach Insulin, Adrenalin 
hydrochl. (0,192) 0,8 cem sube. 

1 Std. nach Adrenalin 

2 Std. s 


0,128 
0,132 


4,05 
3,26 


Kaninchen 2 1880 g. 





Zeit Blutzucker (g2) | Anorg. P (mg2é) 





| 
Tana i 
Insulin 0,8 cem sube. 

Vor Insulin | 0,102 5,32 
| 





2 Std. nach Insulin 0,052 3,82 

2 Std. nach Insulin, Adrenalin 
hydrochl. (0,192) 0,8 ccm sube. 

1 Std. nach Adrenalin 

2 Std. - 

3 Std. 


0,142 | 4,02 
0,220 2'65 
0,25 3,26 


Man ersieht aus obigen Tabellen, dass Adrenalin, das Insulinhypo- 
glykiimie beseitigen, ja sogar iiberneutralisieren kann, auf Insulinhypophos- 
phatiimie gar nicht ausgleichend wirkt. 

Wie mit Adrenalin habe ich weiter mit Phloridzin, Atropin, Pilocar- 
pin und Pituitrin Versuche angestellt. Durch Phloridzin und Pituitrin 
wurde der Blutzucker, wie schon von anderer Seite mehrfach bestiitigt 
worden war, mehr oder minder stark beeinflusst, durch Atropin und 
Pilocarpin dagegen fast garnicht. Abgesehen von Pituitrin, wirkten 
diese Gifte auf anorganisches Blutphosphat mehr oder minder stark her- 
absetzend, wie das in Tabelle 9 wiedergegeben ist. 
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Tabelle 9. 


Einfluss verschiedener anderer Pharmaca auf anorg. Blut-P. 


Kaninchen ? 2040 g. 





Zeit 


Vor Injektion 
1 Std. nach Atropin 
2 Std. = 
3 Std. 
4 Std. 


Atropin sulf. (0,192) 0,7 ccm intray. 
Blutzucker (g%) 


0,104 
0,114 
0,106 
0,094 
0,098 


Kaninchen 6 1760 g. 


| 5,88 
4,27 
pay 
3/4 
| 3,52 
4,02 


, 


Anorg. P (mg%) 





Zeit 


Vor Injektion 
1 Std. nach Atropin 
2 Std. - 
3 Std. 


” 


Atropin sulf. (0,192) 0,8 cem intray. 


Blutzucker (g¢%) 


0,097 
0,094 
0,095 
0,090 


Kaninchen 2 2070 g. 


Anorg. P (mg2%) 


3,33 
2,76 
2,71 





Pilocarpin hydrochl. (1,09) 0,8 ccm intray. 


Zeit 


Blutzucker (g¢% 





Vor Injektion 

1 Std. nach Pilocarpin 
2 Std. ‘i 

3 Std. i 

4 Std. ea 


0,098 
0,097 
0,102 
0,108 








Anorg. P (mg%) 


5,37 
5,16 
3,86 
4,41 





0,092 


Kaninchen 2 2220 g. 


4,39 





Zeit 


Pilocarpin hydrochl. (1,02) 0,7 ccm intray. 


Blutzucker (g2 





Vor Injektion 

1 Std. nach Pilocarpin 
2 Std. n 

3 Std. ° 

4 Std. 


0,092 
0,095 
0,102 
0,098 





0,092 





Anorg. P (mg%) 


4,95 
5,51 
4,62 
3,90 
4,39 
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Kaninchen ? 2220 g. 





Phloridzin (1,092) 1,0 ccm intray. 
Zeit Bultzucker (g%) | Anorg. P (mg) 





Vor Injektion 0,088 4,95 
1 Std. nach Phloridzin 0,082 4,41 
2 Std. . 0,080 3,98 
3 Std. ” 0,074 3,97 
4 Std. 0,067 3,85 


Kaninchen 4 2320 g. 





Phloridzin (1,022) 1,0 cem intray. 


Zeit Blutzucker (g2%) 


Anorg. P (mg2%) 


Vor Injektion ; 3,65 
1 Std. nach Phloridzin ,08 3,57 
2 Std. » ‘ 3,41 
3 Std. ° 7 3,31 
4 Std. ; 3,20 


Kaninchen 6 2250 g. 





Pituitrin 0,8 ccm intray. 





Blutzucker (g22) Anorg. 
Vor Injektion 0,092 3,89 
1 Std. nach Pituitrin . 0,105 3,90 
2 Std. ” 0,110 3,89 
3 Std. 0,108 3,78 
4 Std. 0,106 3,80 


P (nga) 





Kaninchen 4 2300 g. 





Pituitrin 0,8 ccm intray. 


Zeit Blutzucker (g%) Anorg. P (mg2) 


0,105 5,38 
1 Std. nach Pituitrin 0,113 5,35 
2 Std. om | 0,115 5,18 
3 Std. . 0,109 5,25 
4 Std. 0,109 5,30 


Auf Grund aller Ergebnisse aus den oben angefiihrten Versuchen 
gelangte ich zum Schluss, dass das Sinken anorganischen Blutphosphates 
eine fiir Insulin keineswegs charakteristische Erscheinung ist, sondern bei 
Injektionen verschiedener Substanzen vorkommt, gleichgiiltig, ob dabei 
der Blutzuckerspiegel eine Schwankung erleidet oder nicht. Deshalb 
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scheint es mir etwas verfriiht zu sein, dass man in der Hypophosphatiimie 
nach Insulin einen neuen Beweis fiir die durch Insulin bedingte Lakta- 
zidogenbildung gefunden zu haben glaubt. Andererseits ist es nicht 
unméglich, die durch Adrenalin- oder Zuckerzufuhr verursachte Senkung 
des anorganischen Blutphosphates ebenfalls mit der Laktazidogentheorie 
m. erkliiren, indem man behauptet, dass anorganisches P auch bei derarti- 
gem hyperglykiimischen Zustande beansprucht wird, um den iiberfliissigen 
Zucker zu beseitigen. Diese Auffassung halte ich aber fiir sehr unwahr- 
scheinlich, denn einmal besteht, wie schon erwiihnt, nach Glukosezufuhr 
zwischen den Schwankungen des Blutzucker- und -phosphorspiegels in 
Betreff auf Zeit und Menge kein Parallelismus. Ferner spricht dagegen 
auch die Beobachtung, dass die Senkung anorganischen Phosphates auch 
nach Injektion verschiedener den Blutzucker kaum beeinfiussender Sub- 
stanzen zur Erscheinung kommt. Die Senkung des anorganischen P nach 
Insulin hat also mit der Laktazidogenbildung nicht viel zu tun, sondern 
ist sehr wahrscheinlich als zufillige Begleiterscheinung zu betrachten. 


Zusammenfassung. 


(1) Die Menge anorganischen Phosphates des Blutes sinkt nach In- 
sulin mit gleichzeitiger Hy poglykimie. 

(2) Die Senkung des Blutphosphates findet auch bei Glukose- und 
Adrenalininjektion, die mit Hyperglykiimie einhergeht, statt. 

(3) Atropin und Pilocarpin, welche den Blutzucker kaum beein- 
flussen, setzen auch anorganisches Phosphor des Blutes herab. 

(4) Durch Injektion von anorganischem Phosphat erleidet der Blut- 
zuckerspiegel keine Veriinderung. 

(5) Das Sinken anorganischen Phosphates des Blutes hat somit 
keine ursiichliche Beziehung zur Insulinhypoglykimie, sondern ist bloss 


als zufillige Begleiterscheinung zu betrachten. 
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Uber Paratyphus A-ahnliche Bazillen. 


Von 


Prof. DR. KAORU AOKI, DR. YOSHIJIRO IKEGAMI, 
(if A #) (i  H HR HM) 
DR. KENZI SHOJI, DR. KATSURO MURAKAMI, 
CE a) ® =) (FY + @ Rp) 
DR. YOSHISABURO TAZAWA. 
(HF = RM) 


(Aus dem bakteriologischen Institute der Universitat, Sendai, 


Direktor Prof. Dr. K. Aoki.) 


Einleitung. 


Im Blut typhés erkrankter Menschen wurden zuerst von Schott- 
miiller statt Typhusbazillen andere Bakterien nachgewiesen, welche von 
ihm Paratyphusbazillen genannt wurden.” Daraufhin wurden ihnen 
iihnliche Bakterien von Kayser und Brion” ebenfalls bei typhésen Men- 
schen gefunden. Diese Forscher nannten diese Mikroben Paratyphus A- 
Bazillen und die anderen von Schottmiller Paratyphus B-Bazillen. 
Die B-Bazillen wurden bei Menschen nicht selten gefunden. Daraufhin 
wurde von vielen Forschern festgestellt, dass von Paratyphus B-Bazillen 
kaum differenzierbare Mikroben bei Fleischvergiftung im Darminhalt 
nachweisbar sind, so dass sie als Erreger der Nahrungsmittelvergiftung 
betrachtet werden miissen. Ferner wurde festgestellt, dass dieselben 
Mikroben auch bei verschiedenen Haustieren, teils saprophytisch, teils 
parasitisch nachweisbar sind. Uhlenhuth und Hiiubner,” die iiber 
diese Mikroorganismen Massenarbeiten gemacht hatten, gaben an, dass es 
richtig wiire, diese Mikroben als Paratyphus B-Gruppe den Giirtnerba- 
zillen gegeniiber zusammenzustellen, weil sie unter sich schwer differen- 
zierbar, aber alle von Giirtnerbazillen deutlich unterscheidbar sind. Wir 
machten eine systematische Untersuchung iiber diese Mikroben. Dabei 
wurde cin neues agglutinatorisches System aufgestellt, wodurch diese 
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Mikroben unter sich exakt differenziert werden kénnen. Dagegen wurde 
beim A-Typus der Paratyphusbazillen sehr selten eine Form nachgewie- 
sen, welche von der typischen Form schwer untérscheidbar ist, wie bei 
Paratyphus B-Bazillen. Der Forscher, welcher zuerst Paratyphus A- 
ihniche Bazillen bei Tieren nachgewiesen hat, war Uhlenhuth.” Er 
fand niimlich bei der Massenuntersuchung von Hogcholeraschweinen solche 
Mikroben, welche sowohl kulturell als auch agglutinatorisch von Para- 
typhus A-Bazillen nicht unterscheidbar sind. Ferner fand Schéne® 
einen Bakterienstamm aus Salamiwurst, durch dessen Genuss ein Miidchen 
krank geworden sein sollte, welcher kulturell wie Paratyphus A war, aber 
im Serum von Paratyphus A-Bazillen, dessen Titer 1 : 2,000 stark war, 
nur 1: 500 stark agglutinierte. Die anderen Forscher, welche zuerst bei 
typhés erkrankten Menschen Paratyphus A-ihnliche Bakterien nachge- 
wiesen haben, sollen nach Favy Le Count und Kirby gewesen sein. 
Daraufhin wies Favy” einen Bakterienstamm im Blut und in den In- 
nenorganen eines gestorbenen fiecberhaft erkrankten Menschen nach, welcher 
kulturell zwischen Typhus- und Paratyphus A-Bazillen steht. Aggluti- 
natorisch verhielten sie sich aber so, dass ihr Serum, dessen Titer 1 : 5,000 
stark war, sowohl Typhus- als auch Paratyphusbazillen 1 : 1,000 stark 


5 


agglutinierte. Sie wurden aber im Serum von Paratyphus A-, Para- 
typhus B- und Giirtnerbazillen fast gar nicht agglutiniert. Nur wurden 
sie im Typhusserum, dessen Titer 1: 10,000 stark war, bis 1: 200 be- 
einflusst. Ferner fand Koeller’ einen Stamm Paratyphus A-ihnliche 
Bakterien bei einem Paratyphus A-Bazillentriiger. Er untersuchte 
niimlich den Kot des Triigers kontinuierlich bakteriologisch. Dabei fand 
er unter den typischen Kolonien atypische Kolonien, welche sich von den 
typischen kulturell nicht, wohl aber agglutinatorisch unterschieden. So 
agglutinierten diese atypischen Kolonien im Serum von Paratyphus A- 
Bazillen, worin typische Bazillen 1 : 6,400 stark agglutinierten, nur 1 : 200 
stark. Das Serum, welches mit diesem atypischen Stamme bei Kaninchen 
dargestellt war, beeinflusste die typische Kultur ebenso stark, wie die 


atypische. Ferner agglutinierte dieses Serum Typhusbazillen stiirker als 


sein Titer. Falls aber dieses Serum von der typischen Kultur absorbiert 
wurde, so reagierte die typische Kultur allein nicht darin. Ebenfalls 
absorbierten Typhusbazillen nur Agglutinine fiir Typhusbazillen, so dass 
darin nur Typhusbazillen nicht agglutinieren konnten. Dagegen konnten 
alle diese drei Bakterien nicht mehr darin agglutinieren, wenn das Serum 
mit dem atypischen Stamme vorbehandelt worden war. Eine ahnliche 
interessante Beobachtung machte auch Gaehtgens. 


8) 


Er untersuchte 
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einen Stamm Bakterien genau, welcher kulturell von Paratyphus A- 
Bazillen nicht differenzierbar war. Diese Bazillen sollen im Blute eines 
fieberhaften Kranken von Friinkel gefunden worden sein. Sie aggluti- 
nierten im Typhusserum nicht, aber in den anderen Sera, niimlich im Para- 
typhus A-, Paratyphus B- und Giirtnerserum, deren ‘Titer 1: 1,000 stark 
war, sehr stark, so dass sie im A-Serum 1: 1,000, im B-Serum und 
Giirtnerserum von 1 : 2,000 bis 1 : 5,000 stark beeinflusst wurden. Um- 
gekehrt konnte das Serum, welches mit dem A-iihnlichen Stamme dar- 
gestellt war, diese drei Bakterienarten, niimlich Paratyphus A-, Para- 
typhus B- und Girtnerbazillen nicht agglutinieren. 

Obwohl Paratyphus A-ihnliche Bazillen einerseits bei Tieren, ander- 
seits bei typhés erkrankten Menschen ab und zu nachgewiesen worden 
waren, wie oben beispielsweise angefiihrt wurde, fand doch niemand solchen 
Stamm A-iihnliche Bakterien, welche nicht nur kulturell, sondern auch 
agglutinatorisch von dem echten typischen Stamme schwer unterscheidbar 
sind, 

Vor drei Jahren fand Shimojo” einen Stamm Bakterien im Blut und 
im Harn eines typhés erkrankten Menschen. Diese Bakterien verhielten 
sich kulturell genau so wie Paratyphus A-Bazillen. Sie agglutinierten 
im Typhus- und Paratyphus B-Serum 1: 1,000, deren Titer 1: 10,000 
stark war. Aber sie agglutinierten in Paratyphus A-Serum bis zum Titer, 
so dass man sie von den Paratyphus A-Bazillen agglutinatorisch nicht un- 
terscheiden kann. Das Serum, welches mit den neu gefundenen Bakterien 
dargestellt wurde und die homologen Bakterien 1 : 50,000 stark agglutini- 
erte, konnte drei heterologe Bakterien schwiicher als der Titer beeinflussen, 
so dass Typhus-, Paratyphus B-Bazillen darin 1: 2,000, Paratyphus A- 
Bazillen 1 : 5,000 stark beeinflusst wurden. Wenn das Serum vom typi- 
schen Stamme absorbiert wurde, so agglutinierten die typischen A-Bazillen 
nicht mehr, wohl aber die gefundenen Bazillen ebenso stark, wie vor der 
Absorption. Durch diesen Befund nahm Shi mojo an, dass diese Bazillen 
nicht zu Paratyphus A-Bazillen gehéren. Daraufhin konnte er™ bei drei 
anderen typhésen Kranken dieselben Mikroben im Blut und im Harn 
nachweisen. Ferner fand er zufiilligerweise dieselben Mikroorganismen in 
der bakteriologischen Sammlung des Komagome-Hospitals, wo er arbeitete, 
als Paratyphus A-Bazillen registriert. Hier muss bemerkt werden, dass 
die W idal’sche Reaktion gegen Typhus- und Paratyphus B-Bazillen bei 
vielen Fiillen negativ ausfiel. Nur bei einem Falle trat sie 1 : 500 stark 
gegen Typhusbazillen, 1: 200 stark gegen Paratypbus B-Bazillen ein. 
Die gefundenen Bakterien konnten aber darin immer iiber 1 : 2,000 stark 
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agglutinieren. In unserem Institute wurden diese Bakterien auch schon 
bemerkt, so dass Ikegami vor 5 Jahren Gelegenheit hatte, einen atypi- 
schen Stamm Paratyphus A-Bazillen zu untersuchen, welcher in unserer 
Sammlung als Paratyphus A-Bazillen aufbewahrt wird. Dieser Stamm 
war kulturell vom typischen Stamm nicht zu unterscheiden, wohl aber 
agglutinatorisch mit dem typischen nicht identisch. Diese Beobachtung 
wurde aus iiusseren Griinden bis jetzt nicht publiziert, so dass sie erst hier 
zusammen mit den anderen drei Stimmen zusammengestellt wird. Diese 
drei Stiimme wurden seit vorigem Jahre hier in unserem Institute im Blut 
typhéser Kranker nachgewiesen. 


Fall I. 


von 
Dr. Yoshijiro Ikegami. 


Bei der agglutinatorischen Untersuchung vieler Stiimme Paratyphus 
A-Bazillen beobachtete Prof. Aoki die in sich widerspruchsvolle Erschei- 
nung, dass das Serum eines Stammes, niimlich P. A. 1, welches zum ersten 
Male dargestellt worden war, alle anderen 14 Stimme Paratyphus A- 
Bazillen gleich stark, bis zum Titer agglutinierte, aber ein anderes Serum, 
welches mit demselben Stamme ein anderes Mal dargestellt worden war, 
dieselben Stiimme viel schwiicher beeinflusste. Doch wurde dieser Stamm 
in den anderen Sera, welche diese 14 Stiimme repriisentierten, immer bis 
zam Titer agglutiniert (Tab. 1). Hier muss bemerkt werden, dass das 


Tabelle 1. 





— ~ 
Name der 
Immunsera PA Pr. A, 3 P. A. 2 
Name der Orig. Gereinigt. 
Bakterien 
| 

P. A. 1 Orig. 50,000 | 20,000 + 2, 
P. A. 1 Gereinigt 50,000 20,000+ 2,000 
P. A. 2 50,000+ | 500 2,000 
P.A.4 50,000+ | 500 | 2, 


Serum, welches beim zweiten Mal dargestellt war und widersprechend 
reagierte, zwar mit demselben Stamme, mit dem das Serum beim ersten 
Male dargestellt wurde, aber mit einer anderen Kultur dargestellt wurde, 
welche von der originalen Kultur durch Plattengiessen isoliert wurde. Ich 
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wurde daraufhin von ihm beauftragt, diese merkwiirdige Erscheinung zu 
untersuchen. 

Um zuerst zu erkennen, ob man wirklich mit dieser gereinigten 
Kultur desselben Stammes wirklich immer ein ebenso wie friiher wir- 
kendes Serum darstellen kann, d. h. ob das zweite Serum nicht etwa zufiillig 
zum Vorschein gekommen war, wurden Kaninchen mit derselben Kultur 
vorbehandelt, womit die obigen Sera hergestellt worden waren. Dabei 
ergab sich, dass die Sera, welche mit der gereinigten Kultur dargestellt 
worden waren, andere Stiimme viel schwiicher als der Titer agglutinierten, 
wie Aoki schon bemerkte. 

Dieser Stamm verhielt sich sowohl morphologisch als auch kulturell 
genau so wie die Paratyphus A-Bazillen. Er wich aber insofern davon 
ab, als er auf Schriigagar etwas diinner als der typische und darauf anhaf- 
tend wiichst. Dann wurde die originale Kultur in Kolonien zerlegt. Aus 
diesen Kolonien wurden méglichst viele Kulturen angelegt. Diese Kultu- 
ren wurden in dem zweiten Serum von Aoki, welches mit der gereinigten 
Kultur dargestellt worden war, agglutinatorisch untersucht. Dabei wur- 
den solche Stiimme festgestellt, welche in demselben Serum verschieden 
stark agglutinierten. Mit diesen Kulturen wurden Kaninchen dreimal 
vorbehandelt, um einfach gut reagierende Sera herzustellen. In diesen 
Sera wurden sowohl ihnen entsprechende atypische als auch typische 
Stiimme kreuzweise agglutiniert. Diese Resultate wurden so angeordnet 
und betrachtet, dass die Kulturen, welche dabei gegenseitig gleich stark 
agglutinierten, als cine gleiche Art betrachtet und an derselben Stelle 
zusammengestellt wurden. Auf diese Weise konnte ich alle Stiimme in 
drei Gruppen einteilen. Die Vertreter der einzelnen Gruppen wurden in 
einer Tabelle zusammengestellt, um das agglutinatorische Verhalten der 
einzelnen Gruppen dem typischen Stamme gegeniiber klar darzustellen 
(Tab. 2). Das Serum, welches mit dem Stamme der ersten Gruppe her- 
gestellt war, agglutinierte niimlich die homologe Kultur allein bis zum 





Tabelle 2. 
= Name der 
Immunsera . . . > ° 
on mai CAT em i R.A. oe P. A. 2 
Bakterien 
| | | | 
cas 10,000 10,000 | — 10,000 10,000 
P.A.1 II | 1,000 | 10,000 | 10,000 10,000 
as Bee 1,000 | 10,000 10,000 | 10,000 


P.A.2 | 1,000 | 1,000 10,000 10,000 
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Titer, die Stiimme aus den anderen Gruppen aber viel schwiicher. Das 
andere Serum, welches mit dem Stamme aus der zweiten Gruppe hergestellt 
war, agglutinierte dagegen alle Stiimme aus den zwei anderen Gruppen 
gleich stark, bis zum Titer, aber den Stamm typische Paratyphus A- 
Bazillen ganz schwach. Das dritte, welches mit dem Stamme aus der 
dritten Gruppe hergestellt war, agglutinierte nicht nur die zwei anderen 
Stiimme aus der ersten und zweiten Gruppe, sondern auch den typischen 
Stamm gleich stark, bis zum Titer. Nach diesem Ergebnis muss ange- 
nommen werden, dass das Serum der dritten Gruppe dasjenige darstellt, 
welches von Aoki zuerst mit der originalen Kultur hergestellt war, und 
das Serum aus der zweiten Gruppe dasjenige darstellt, welches von A oki 
mit der gereinigten Kultur dargestellt war. Das Serum aus der ersten 
Gruppe muss als ein neues betrachtet werden. Ferner wurde das Absorp- 
tionsverhalten der einzelnen Stiimme nicht nur gegenseitig, sondern auch 
den typischen Stimmen gegeniiber gepriift. Zuerst wurden die Sera, 
welche mit den drei atypischen Stiimmen hergestellt worden waren, von 
denselben Stimmen gegenseitig absorbiert. Darin wurden diese atypichen 
Stimme agglutinatorisch untersucht. Dabei ergab sich, dass die drei 
Kulturen, welche bei den obigen agglutinatorischen Untersuchungen als 
gegenseitig verschieden festgestellt waren, sich absorptorisch gegenseitig 
gleich verhielten (Tab. 3). Wie verhalten sie sich aber den typischen 


Tabelle 3. 











a PAI P.A. 110 P. A. 1 IIT 
Nn cee (Titer 1: 10,000) | (Titer 1:10,000) | (Titer 1: 10,000) 
Ne epeaemnenens absorbiert mit absorbiert mit absorbiert mit 
a * ip. A. IP. A. IP. A. IP. A. R.A. 1/P. A. IP. A. 1P.A. IP. A. 1 
— r/m jm) i] ma ]}m!] i | ow | m 
te : 
P.A.1 I | 50-| 50 | 100+| 100+) 50+ 100 | 100+| 100 | 50+ 
P.A.1 IF | 50—| 50 | 100+| 1004) 504) 100 | 100+/ 100 | 50+ 
| | j 
P.A.1 ISI | 50 50 | 100+/ 100+) 50+, 100 | 100+ 100 | 50+ 
| 


Stiimmen gegeniiber? Zuerst wurden ihre Sera von den typischen 
Stiimmen absorbiert. In diesen Sera wurden sowohl die atypischen als 
auch die typischen agglutiniert. Es wurde dabei festgestellt, dass die 
atypischen Stiimme darin ebenso stark wie vor der Absorption, dagegen 
die typischen Stimme darin nicht mehr agglutinierten (Tab. 4). Umge- 
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absorbiert. 
Stiimme agglutiniert. 


Tabelle 5. 


7 P.A:13 P. A. 1 II PA. 11 
Name der = 
ee (1: 10,0€0 | (1 : 20,000) (1: 10,000) 
Name der a : 
sSakterien abs w+, = 
RA t 3 10,000 20,000 10,000 
P.A.1 II 10,000 20,000 10,000 
P.A.1 TIT 10,000 20,000 10,000 
rA.2 50 — 5O— 50— 
Pr. A. 4 50— 50— 50 — 


kehrt wurden die Sera vom typischen Stamme von den atypischen Stiimmen 
Darin wurden sowohl die typischen als auch atypischen 
Es ergab sich, dass die typischen ebenso wie die 
atypischen Stimme darin nicht mehr agglutinieren konnten (Tabe. 5). 









Name der ( 
Immunsera 
Name der 


P. A. 2 
Titer 1: 5,000) 


absorbiert mit 










Bakterien PALI P. A. 111 P. A. 111 
PAI I 50 — 100+ 50— 
PA1 OU 50— 100 50— 
PA1 II 50— 100 50— 
PA 50— 100+ | 50— 





Nach diesen Ergebnissen kann man wohl annehmen, dass unserer Stamm 
Paratyphus A-Bazillen, nimlich P. A.1, von Natur eine solche abwei- 
chende Form der A-Bazillen darstellt, welche dem typischen Stamme ge- 
geniiber zwei Rezeptoren enthilt und wie die H-Form der Weil-Felix’- 
schen Bazillen ihrer O-Form gegeniiber steht. Dagegen miissen die typi- 
schen Bazillen solche Form darstellen, welche nur einen Rezeptor enthiilt. 
Dadurch schien die Erscheinung, welche von Aoki beobachtet wurde, 


entstanden zu sein. 
Fall I. 
von 


Dr. Kenzi S hoji. 


Im November 1922 wurde unserem Institute von der Universitiits- 
kinderklinik eine Blutprobe zur bakteriologischen Untersuchung geschickt, 
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welche von einem typhés erkrankten Kind, namens Ujiie, stammte. Diese 
Blutprobe wurde einerseits durch die Widal’sche Reaktion, anderseits 
kulturell behandelt, wie das bei uns iiblich ist. Es ergab sich, dass die 
Typhusbazillen darin 1 : 5,000 stark, Paratyphus B-Bazillen 1:50, Para- 
typhus A-Bazillen 1 : 200 stark, agglutiniert wurden. In der Gallenkul- 
tur, welche mit dieser Blutprobe angelegt wurde, wurden Typhus iihnlich 
aussehende Kolonien auf Endo’schem Nihrboden reichlich nachgewiesen. 
Diese Bazillen agglutinierten, unserer Erwartung entgegen, im Typhus- 
serum 1: 200 stark, dessen Titer 1: 10,000, im Paratyphus B-Serum 
1: 500 stark, dessen Titer ebenfalls 1 : 10,000, im Serum von Paratyphus 
A-Bazillen dagegen bis zum Titer, dessen Titer 1: 10,000 stark war. Als 
ich aber diese Bazillen mit dem Krankenserum, worin die Typhusbazillen 
1: 5,000 stark agglutinierten, mengte, agglutinierten sie darin ebenso stark 
wie Typhusbazillen, niimlich 1: 5,000. Durch diese merkwiirdige Er- 
scheinung angeregt, wurden Absorptionsversuche mit diesem Kranken- 
serum ausgefiihrt. Es wurden zuerst Typhusbazillen absorbiert. In diesem 
absorbierten Serum agglutinierten die Typhusbazillen allein nicht mehr, 
wohl aber die anderen Bazillen und zwar die gefundenen Bazillen ebenso 
stark, wie vor der Absorption. Ferner wurde das Serum mit den gefun- 
denen Bazillen absorbiert. In diesem absorbierten Serum konnten nicht nur 
die gefundenen Bakterien, sondern auch die anderen Bazillen, und zwar 
Typhusbazillen nicht mehr agglutinieren (Tab. 6). Nach diesem Absorp- 


Tabelle 6. 





ee Krankenserum 
Name des 








Serums ; ‘ 
absorbiert mit 

Name der Ty. - gef. Bakt. * 
Bakterien v.d. Abs. | n.d. Abs. | v.d. Abs. | n.d. Abs 
Ty. | 5,000 | 50— | 5,000 | 50— 
P. A. 200 | 20 | 200 | 50— 
P. B. 50+ | 50+ 50+ 50— 
Gef. Bakt. (Ujiie) | 6,000 | ~—-5,000 5,000 50— 


tionsergebnis muss man wehl annehmen, dass die gefundenen Bakterien 
das betreffende Kind infiziert hatten. Nun fragt sich, was fiir Bakterien 
es sind. Sie schienen doch weder zu Typhus- noch zu Paratyphus A— 
Bazillen zu gehdren, weil sie einerseits im Typhusserum sehr schwach, 
anderseits Paratyphus A—Bazillen im Krankenserum sehr schwach ag- 
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glutinierten, worin die gefundenen Bakterien sehr stark agglutinieren 
konnten. Infolgedessen wurde hier beabsichtigt, diesen Stamm noch 
eingehend zu untersuchen. 

Mikroskopisch zeigten sie sich als Gram negative Stiibchen, welche 
peritrisch begeisselt sind. Infolgedessen sind sie stark beweglich. Kultu- 
rell verhielten sie sich genau so wie Paratyphus A-Bazillen. Aber sie 
sind insofern von ihnen verschieden, als sie auf Schriigagar etwas diinner 
und darauf festhaftend wachsen, so dass es manchmal schwer war, daraus 
eine homogene Aufschwemmung herzustellen. 

Ferner wurden sie in verschiedenen Sera, nimlich im Typhus-, Para- 
typhus B-, Giirtner- und Paratyphus A-Serum ganz systematisch unter- 
sucht (Tab. 7). Das agglutinatorische Verhalten der betreffenden Bakte- 
rien in diesen Sera wurde dabei durch einen Bruch ausgedriickt, dessen 
Nenner den Titer der betreffenden Sera, dessen Zahler den Titer der be- 
treffenden Bakterien darstellt. Je stiirker die Bakterien in den betreffen- 
den Sera agglutinierten, desto mehr nihert sich der Wert des Bruches 1/1, 





Tabelle 7. 


Typhussera : 








-—T der K. 418 K. 1552 K. 1323 K. 1012 
: mmunsera 
Some der Ty. 39 Ty. 39 Ty. 37 Ty. 183 
sakterien : - ’ ’ 
Ty. | 20,000 20,000 10,000 | — 10,000 
Gef. Bakt. (Ujiie) 200 1,000 200 200 
. 1 1 1 1 
Wert d. Bruches 100 30 a 50 
, Paratyphus B-Sera : 
me der | K.620 | K. 1554 | K. 608 K.430 | K. 505 
mmunsera | | 
Name der > PR on > on > or 27 
Bakterien I . B. 26 I . B. ai I . B. 26 P. B. 14 P. B. of ] 
an I 
P. B. 2,000 20,000 10,000 2,000 | 5,000 ‘ 
Gef. Bakt. (Ujiie) 5,000 10,000 10,000 200 50 . 
panies Se ” Se AALS CE: el re aL 
; 1 1 1 1 1 
Wert d. Bruches 35 2 i 10 100 P 
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Miusetyphus -Sera : Giirtner -Sera : 





Name der . Name der 
~ _[mmunsera K. 435 | K. 798 | K. 1280 ‘\Immunsera K. 957 | K. 970 


Name der M.s.5 | M.s.3|M.s.34 Name der E.G. 3 | E.G. 15 
Bakterien Bakterien 


M. s. 10,000 | 20,000 E.G. 10,000 | 5,000 
Gef. Bakt ( Ujiie) 1,000 1,000 Gef. Bakt. (Ujiie) 50+ 50+ 


. . Wert d. Bruches . I 


Wert d. Bruches| —1_ 
neem on 10 200 200 100 


Typische Paratyphus A-Sera : 





Name der K.894 | XK. 534 
Immunsera : 
Name der > 2 , 3 
, . A. 2 . A. 8 
Bakterien sinhes we 


P. A. 2 10,000 | 10,000 
Gef. Bakt. (Ujiie) 10,000 10,000 
1 


Wert d. Bruches i 


Atypische Paratyphus A-Sera : 





_ Name der K. 397 K. 823 
Tmmunsera 
Name der ~ ' 
Bakterien P. A. 1 


P.A.1 20,000 ; | 20,000 20,000 
Gef. Bakt. (Ujiie) 20,000 20, | 20,000 20,000 


Wert d. Bruches 


Falls sie dabei so stark, wie der Titer der betreffenden Sera, agglutinieren, 
muss der Wert des Bruches 1/1 werden. Auf diese Weise konnte Aoki 
das agglutinatorische Verhalten zweiartiger Bakterien in einem Serum, 
oder die agglutinatoriche Verwandschaft zweiartiger Bakterien in einem 
Serum sehr exakt bestimmen. Sie agglutinierten niimlich in Typhussera 
sehr schwach, so dass sich der Wert des Bruches als von 1/20 bis 1/100 
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zigte. Je nach dem Serum agglutinierten sie bis zum gewissen Grade 
schwankend. Sie warden ferner in Paratyphus B-Sera untersucht. Diese 
Sera bestehen aus zwei Arten, von denen die eine Miiusetyphusbazillen sehr 
stark, die andere alle Art Miiusetyphusbazillen sehr schwach beeinflussen 
kann. Im ersteren Serum agglutinierten sie sehr stark, manchmal fast 
bis zum Titer, dagegen im anderen, niimlich in P. B. 37, sehr schwach. 
Infolgedessen zeigte sich der Wert des Bruches bei ersteren Sera sehr gross, 
nimlich von 1/1 bis 1/10 ; dagegen bei letzteren sehr klein, niimlich 1/100, 
Auf die gleiche Weise wurden sie in zweiartigen Miiusetyphus-Sera ag- 
glutinatorisch untersucht. Die eine Art agglutiniert die Paratyphus B- 
Bazillen sehr stark ; die andere ganz schwach. In ersteren Sera wurden 
sie nimlich sehr stark agglutiniert, so dass der Wert des Bruches von 1/4 
bis 1/10 wurde ; dagegen in letzteren sehr schwach, so dass der Wert des 
Bruches 1/200 wurde. In den zweiartigen Giirtnersera wurden sie auch 
fast nicht agglutiniert, so dass sich der Wert des Bruches immer kleiner 
als 1/100 zeigte. Zum Schluss wurden sie in den zweiartigen Paratyphus 
A-Sera untersucht. Die eine Art repriisentiert typische und die andere 
atypische A-Bazillen. In ersteren Sera reagierten sie niimlich sehr stark, 
so dass der Wert des Bruches bei drei Sera 1/1, bei einem Serum 1/5 
wurde. Noch stirker agglutinierten sie in letzteren Sera, so dass der Wert 
des Bruches hier immer als 1/1 ausfiel. Aus obigen agglutinatorischen 
Ergebnissen wurde klar, dass die gefundenen Bakterien weder zu Typhus-, 
noch zu Paratyphus B-Bazillen und Miusetyphusbazillen gehéren. Viel- 
mehr schienen sie mehr mit Paratyphus A-Bazillen und zwar ihrer atypi- 
schen Form identisch zu sein, welche von Ikegami untersucht worden 
ist. 

Auf der anderen Seite wurde die agglutininbildende Eigenschaft dieser 
Bazillen bei Kaninchen gepriift. Sechs Kaninchen wurden mit sechs 
Kulturen, welche von verschiedenen Kolonien dieser Bakterien angelegt 
waren, mit verschiedenen Dosen in siebentigigen Intervallen sechsmal vor- 
behandelt. Die Dosen waren 1/100, 1/10, 1/5, 1/2, 1 und 2 Agar. Bei 
jeder Vorbehandlung wurden die Blutproben Ohrvenen entnommen. In 
diesen Sera wurde der Agglutinationstiter nicht nur gegen die homologen 
Bakterien, sondern auch gegen die anderen Bakterien bestimmt, in deren 
Sera diese Bakterien friiher agglutinatorisch untersucht worden waren, um 
das agglutinatorische Verhalten der homologen Bakterien den heterologen 


gegeniiber wiihrend des ganzen Immunisierungsverlaufes festzustellen. Die 


Resultate bei sechs Kaninchen wurden durchschnittlich gerechnet und so 
beobachtet, wie beim obigen Versuche (Tab. 8). Aus dieser Tabelle wird 
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ersichtlich, dass der Wert 
des Bruches wiihrend der 
sechsmaligen Vorbehand- 
lungen im grossen und 
ganzen sich immer so ver- 
hielt, wie Aoki und K on- 
no schon bemerkt hatten. 
Er zeigte sich niimlich im 
Anfang der Immunisie- 
rung gross; dann wurde 
Vorbehand- 


lungen immer kleiner, so 


er mit- den 


dass man ihn bei der drit- 
ten bis fiinften Vorbeha- 
ndlung am kleinsten fand. 
Mit weiteren Vorbehand- 
lungen fing er wieder an, 
zuzunehmen. Wenn man 
die Resultate einzeln 
trachtet, so zeigt sich der 
Wert des Bruches Typhus- 
am 


be- 


bazillen gegeniiber 


gréssten bei der ersten 
Impfung, niimlich 1/1, am 
kleinsten bei der vierten 
Immunisierung, niimlich 
1/29; Paratyphus B ge- 
geniiber am gréssten bei 
der ersten Vorbehandlung 
nimlich 1/9,4, am kleins- 
ten bei der vierten Imp- 
1/90 ; 


fung, niimlich 


Miusetyphusbazillen gegeniiber am gréssten bei der ersten Einspritzung, 
niimlich 1/5,2, am kleinsten bei der dritten Vorbehandlung nimlich 


1/48 ; 


der anderen Art Miiusetyphusbazillen gegeniiber am gréssten bei 


der ersten Impfung, niimlich 1/5,6 am kleinsten bei der fiinften, niimlieh 
1/118 ; Giirtnerbazillen gegeniiber am gréssten bei der ersten Impfung, 
nimlich 1/1,3, am kleinsten bei der vierten Impfung, niimlich 1/21, den 


typischen Paratyphus A-Bazillen gegeniiber am gréssten niimlich 1/1, 
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ebenfalls bei der ersten Vor- 
behandlung, am kleinsten bei der 
vierten Immunisierung, niimlich 
1/3. Nach diesen Ergebnissen 
kann man wohl annehmen, dass 
die typischen Paratyphus <A- 
Bazillen ihnen am niichsten ; die 
Typhus- und Girtnerbazillen am 
zweitniichsten ; Paratyphus B- 
und die Miiusetyphusbazillen am 
entferntesten stehen. Doch schie- 
nen sie mit den typischen Para- 
typhus A-Bazillen nicht ganz 
identisch zu sein, weil der Wert 
des Bruches wihrend der ganzen 
Immunisierung viel kleiner als 
1/1, nimlich 1/3 war. Ferner 
wurden 9 Stiimme Typhusbazil- 
len, 10 Stiimme Paratyphus b- 
Bazillen, 11 Stimme _ typische 
Paratyphus A-Bazillen und ein 
Stamm atypische A-Bazillen in 
den sechs Sera, welche mit unseren 
neuen oben beschriebenen Bakte- 
rien bei Kaninchen dargestellt 
worden waren, agglutinatorisch 
untersucht. Die Resultate aus 
den einzelnen Stimmen und Sera 
wurden durchschnittlich  gere- 
chnet und betrachtet. (Tab. 9). 
Es ergab sich, dass der Wert des 
Bruches Typhusbazillen gegen- 
iiber 1/17, Paratyphus B-Bazil- 
len gegeniiber 1/54, den typischen 
Paratyphus A-Bazillen  gegen- 
liber 1/2,6, den atypischen Para- 
typhus A-Bazillen gegeniiber 1/1 
gross war. Nach allen diesen 


Ergebnissen scheinen unsere Bak- 
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terien mit den atypischen Paratyphus A-Bazillen identisch zu sein. 

Zum Schlusse wurden die Absorptionsversuche ausgefiihrt. Zuerst 
wurde das Serum atypischer Paratyphus A-Bazillen, worin diese Bazillen 
so stark agglutiniert wurden, dass man sie von ihnen kaum differenzieren, 
von unseren Bakterien absorbiert. In diesen absorbierten Sera konnten 
weder unsere Bakterien noch die atypischen und typischen Paratyphus 
A-Bazillen und Paratyphus B-Bazillen agglutinieren. Wenn die Sera 
von den typischen Paratyphus A-Bazillen von unseren Bakterien 
absorbiert wurden, so agglutinierten ebenfalls sowohl unsere Bazillen 
als auch die typischen und atypischen Bazillen darin nicht. Von den 
Paratyphus B-Bazillensera konnten sie nur solche Agglutinine absorbie- 
ren, welche zu ihnen hin gerichtet sind. Infolgedessen agglutinierten 
B-Bazillen darin so stark wie vor den Absorption (Tab. 10). Falls 


Tabelle 10. 








Atypische soniteiee 
\. Name der Paratyphus . A wang Om Paratyphus B-Sera 
\ d Se Paratyphus A-Sera : 
Immunsera  A-Serum - = 
P. A. 1 P. B.S P. A. 2 P. B. 26 P. B. 27 ~ 
4 a eee | l 
x abs. mit abs. mit | abs. mit abs. mit abs. mit 








, , gef. Bakt _gef. J Bakt. gef. Bakt_ | gef. Bakt. | gef. Bakt. 
Name der — —— Pare Pe we samneeain, | peabeninnd teint 
Bakterien y.d. {nd | v.d. | nad. | v.d. /n. a y.d. | n.d. | v.d. | n.d. 

\ Abs. | Abs. | Abs. | Abs. | Abs. | Abs. | Aba | Abs. | Abs. | Abs. 
Gef. Bakt. | | | 





| 10,000 50—| 5,000) 100 5,000, 50 


(Ujiie) a | 10,000) 50—| 20,000) 50 
b | 10, 000|  50— 20,000) 50 110 000} 50—| 5,000; 100 5,000 50 
01 10,000) 50—| 20,000! 50—/ 10,000) 50—/ 5,000 100 5,000) 50 
P.A.1 | 10, 000) 50 —| 20,000 _ 10,000| 50- 
AS 1 000) 50— | 20,000 | 10,000; 50— 
P.A.2 |10 000) 50 —| 20,000 50 —| 10 000 50 —| 
P. B. 26 200) 50—| 200° 50-| "100| 50 — | 10,000) 10,000) 20,000! 20,000 
P. B. 27 200; 50 200 50—; 100) 50—/ 10,000) 5,000 20,000) 20,000 


dagegen die Sera, welche mit unseren Bakterien hergestellt waren, mit den 
atypischen A-Bazillen, P. A. 1, absorbiert wurden, so konnten alle Bazil- 
len, sowohl homologe als auch heterologe Bakterien, darin nicht mehr ag- 
glutinieren. Wenn sie dagegen mit den typischen A-Bazillen, P. A. 2. 
absorbiert wurden, so agglutinierten darin die typischen A-Bazillen allein 
nicht, aber die atypischen und die homologen Bakterien ebenso stark wie 
vor der Absorption. Auf die gleiche Weise konnten die anderen Bakte- 
rien, niimlich Typhusbazillen, Paratyphus B-Bazillen und Miiusety phus- 
bazillen darin nur solche Agglutinine absorbieren, welche zu ihnen hin 
gerichtet sind. Infolgedessen konnten die typischen und atypischen A- 
Bakterien und unsere Bakterien darin so stark wie vor der Absorption 
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Tabelle 11. 














eo Gefundene Bakt. A-Serum 
rums lA 
vor der Absorbiert mit 
Name der Ab- ee. 
Bakteric sorption} Ty. 39 | P. A. 1/ P. A.2 | P.B. 27) M.s.2 | M.s.34 E.G.3 
= = & UJ ~ —— L —EEE - 
Gef. Bakt. a | | | | 
(Ujiie) 10,000} 5,000 50—| 5,000 | 5,000 | 5,000 | 5,000 | 5,000 
Ty. 39 | 1000, ' 50-| 50-|  50-| 100 50 100 | 2004 
PA. 1 | 10,000) 10,000 50—| 5,000 | 5,000 | 10,000 | 10,000 | 5,000 
P.A.2 5,000 5,000 50—| | 50—| 5,000 | 5,000 | 5,000 | 5,000 
Pp. B. 27 | 500 500 | 5 50 50—} 50 500 
M. 5. 2 500/50 50—| 50 50 50—| 50-! 100 
M.s 34 = | 100, 50-| 50—| 50-| 50] 5 | BOB 
E. G. 3 1,000) 50- 50 50 100 | 50 50— HO) 





beeinflusst werden (Tab. 11). Nach diesen absorptorischen Ergebnissen 
kann man wohl annehmen, dass die neu gefundenen Bakterien den typi- 
schen A-Bazillen gegeniiber zwei Rezeptoren enthalten miissen, wie es bei 
den atypischen A-Bazillen der Fall war, so dass sie mit ihnen identisch 


sind. 


Fall III. 


von 
Dr. Katsuro Murakami, 


Im April vorigen Jahres wurde unserem Institute von Prof. Y oko- 
yama eine Blutprobe zur bakteriologischen Untersuchung geschickt. Sie 
soll von einem typhés erkrankten Mann, namens Hitomi, stammen, welcher 
nach gutem Verlauf gesund wurde. Mit dieser Blutprobe wurde die 
W idal’sche Reaktion einerseits, die bakteriologische Untersuchung ander- 
seits ausgefiihrt. Die serologische Reaktion fiel dabei so aus, dass die 
Typhus- und die Paratyphus B-Bazilien gleich stark, niimlich 1 : 5,000 ; 
und die Paratyphus A-Bazillen 1: 1,000 stark agglutinierten. Um zu 
wissen, welche Bakterien dabei die Hauptagglutination und welche die 
Mitagglutination repriisentieren, wurden die Absorptionsversuche mit 
diesem Serum ausgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass die Typhus- und 
Paratyphus B-Bazillen die beiden Agglutinine einzeln, aber keine von 
beiden zusammen aufeinmal absorbieren konnten. Wenn niimlich das 
Krankenserum von den Typhusbazillen absorbiert wurde, so konnten darin 
Typhusbazillen allein nicht mehr, wohl aber Paratyphus B-Bazillen so 
stark wie vor der Atsorption agglutinieren. Wenn es umgekehrt mit 
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Paratyphus B-Bazillen vorbehandelt wurde, so reagierten darin Para- 
typhus B-Bazillen nicht mehr, aber Typhusbazillen ebenso stark wie vor 
der Absorption. Nach diesen Resultaten lisst sich wohl schliessen, dass 
das Blut gleichzeitig mit Typhus- und Paratyphus B-Bazillen infiziert 
gewesen ist. Diese Annahme war aber nicht zutreffend, wie im Folgenden 
auseinandergesetzt werden soll. Aus der Gallenkultur, welche von dieser 
Blutprobe angelegt worden war, wurden Typhus- ihnliche Kolonien auf 
Endo’schen Nihrboden reichlich nachgewiesen. Diese Bakterien konnten 
im Krankenserum 1 : 5,000 stark agglutinieren. Infolgedessen wurde das 
Serum von diesen Bakterien absorbiert. Zu unserem Erstaunen stellte 
sich dabei heraus, dass sowohl diese Bazillen als auch die Typhus- und 
Paratyphus B- und Paratyphus A-Bazillen darin nicht mehr agglutinie- 
ren konnten. (Tab. 12). Nach diesen Ergebnissen kann man wohl nichts 


Tabelle 12. 
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mmunsera af ik. 
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1,000 
E 5,000 
 Bakt. (Hitomi) f 5,000 


1,000 
5,000 200 
5,000 | 5,000 


2, 5,000 | 5,000; 5,000 
500 


anderes annehmen, als dass diese neu gefundenen Bakterien selbst an der 
Infektion beteiligt gewesen sind. Was fiir Bakterien haben wir aber vor 
uns ? 

Sie verhielten sich mikroskopisch so, wie die Typhus- und Para- 
typhusbazillen. Kulturell zeigten sie sich aber wie die Paratyphus A- 
Bazillen. Aber sie wachsen auf Schriigagar diinner als die typischen A- 
Bazillen und ferner darauf festhaftend, so dass es manchmal schwer war, 
aus dieser Kultur eine homogene Aufschwemmung von Bakterien herzu- 
stellen. 

Ferner wurden sie in den verschiedenen repriisentierenden Sera ag- 
glutinatorisch untersucht, mit denen wir immer die Bakterien aus den 
Gruppen Typhus-, Paratyphus-, Miiusetyphus- und Giirtnerbazillen zu 
differenzicren gewdhnt sind. Diese Sera waren im ganzen 9, von denen 
eins Typhus-, zwei Paratyphus B-, zwei Miiusetyphus-, zwei andere Para- 
typhus A- und die zwei noch iibrigen Girtnerbazillen repriisentieren. 
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Dabei wurde das agglutinatorische Verhalten der neu gefundenen Bakte- 
rien in den gepriiften Sera den betreffenden Bazillen gegeniiber durch 
einen Bruch ausgedriickt, dessen Nenner den Titer der betreffenden Sera 
und der Ziihler den Titer der darin gepriiften 
Bakterien darstellt, wie Aoki zu tun pflegte. 
Es ergab sich dabei, dass der Wert des 
Bruches den Typhusbazillen gegeniiber 1/20 ; 
in einem Paratyphus B-Serum, P. B. 2, 1/2, in 
einem anderen Paratyphus B-Serum, niimlich 
P. B. 37, 1/100; in einem Miiusety phusserum, 
Ms. 2, 1/10, in einem anderen Miiusetyphus- 
serum, niimlich Ms. 34, 1/200; in einem typi- 
schen Paratyphus A-Serum, P. A. 2, 1/20, in 
einem anderen atypischen A-Serum, niimlich 
P.A. 1, 1/1; und in den Giirtnersera von 1/200 
bis 1/400 wurde. (Tab. 13). Diese Resultate 
kann man sich so vorstellen, dass die neu ge- 
fundenen Bakterien in einem Serum von atypi- 
schen Paratyphus A-Bazillen, niimlich P.A. 1, 


sehr stark bis zum Titer, in einem Serum von 
Paratyphus B-Bazillen, niimlich P. B. 1, fast 


2) 
~ 


Ms. 


bis zum ‘Titer agglutinierten. In anderen 


ofl 


Sera, niimlich einem Typhus-, noch einem 
anderen Paratyphus A-Serum, niimlich P. A. 
2, und in einem Miusetyphusserum Ms. 2 


wurden sie ziemlich stark beeinflusst. In den 


P. B. 


9 
. a 


iibrigen Sera, niimlich in einem anderen Para- 
typhus B-Serum P. B. 37, dem Miiusety- 
phusserum Ms. 34 und in den Girtnersera wur- 
den sie ganz schwach agglutiniert. Hier muss 
bemerkt werden, dass diese Bakterien bald 


| 
| 


39 | P.B 


. 


darauf sich veriinderten, so dass sie in einem 
typischen Paratyphus A-Serum, niimlich P. A. 
2, worin sie frither schwach agglutinierten, 
sehr stark, bis zum Titer agglutinieren kénnen. 
Nach diesen Ergebnissen schienen unsere Bak- 
terien zu Paratyphus A-Bazillen, und zwar 
zu atypischen A-Bazillen P. A. 1, zu gehéren. 
Ferner konnten sie im Serum Ujiie, welches 
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siebenmal subkutan vorbehandelt. Gleich vor der Einspritzung wurde 
die Blutprobe entnommen. In diesen Sera wurden nicht nur die 
homologen, sondern auch die heterologen Bakterien agglutiniert, in deren 
Sera unsere Bakterien agglutinatorisch gepriift waren, um das aggluti- 
natorische Verhalten der gefundenen Bakterien wiihrend der ganzen Im- 
munisierung den anderen Bazillen gegeniiber festzustellen. Die Resultate 
bei den einzelnen Tieren wurden durchschnittlich berechnet und _ beo- 
bachtet, wie beim vorigen Versuche (Tab. 14). Das Agglutinationsverhal- 
ten wurde niimlich dabei auch durch einen Bruch ausgedriickt, dessen 
Nenner den Titer der homologen Bakterien, der Zahler den Titer der 
heterologen Bakterien darstellt. Der Wert dieses Bruches zeigte wihrend 
der ganzen Immunisierung eine ihnliche Schwankung, wie sie Aoki schon 
berichtet hat. Im Anfang der Immunisierung zeigt er sich niimlich 
grésser, dann wird er kleiner. Endlich wird er wieder grésser. Je niiher 
die beiden Bakterien sich gegeniiber stehen, desto undeutlicher wird diese 
Schwankung und desto geringer wird der Unterschied zwischen dem 
gréssten und kleinsten Werte des Bruches wiihrend der ganzen Im- 
munisierung. So betriigt er bei Typhusbazillen maximal 1/4,2 minimal 
1/20; bei einem Paratyphus B-Bazillen, niimlich P. B. 1 im Maximum 
1/5, im Minimum 1/40 ; bei den anderen Paratyphus B-Bazillen, niimlich 
P. B. 37, ist das Maximum 1/5,2, das Minimum 1/41,6; bei einem Miiuse- 
typhus, niimlich Ms. 2 Maximum 1/35, Minimum 1/100 ; bei einem ande- 
ren Miiusetyphus, niimlich Ms. 34 Maximum 1/70, Minimum 1/400 ; bei 
typischem Paratyphus, nimlich P. A. 2 Maximum 1/5, Minimum 1/10; 
bei einem atypischen Paratyphus A, niimlich P. A. 1 Maximum 1/1, Mini- 
mum 1/2,7; bei den Bakterien Ujiie ebenfalls Maximum 1/1, Minimum 
1/2. Nach diesen Ergebnissen scheinen diese neu gefundenen Bakterien 
sowohl mit den atypischen Paratyphus A-Bazillen als auch mit den 
Bakterien Ujiie identisch zu sein, weil die beiden Bakterienarten wiihrend 
der Immunisieryng mit unseren Bakterien immer fast ebenso stark wie die 
homologen Bakterien agglutiniert wurden. 

Ferner wurden dieselben acht Bakterienarten in den vier Sera, welche 
bei den obigen Versuchen nach 7 maligen Vorbehandlungen hergestellt 
waren, agglutinatorisch untersucht. Es ergab sich, dass vier Bakterienar- 
ten, nimlich P. A. 2, P. B. 1, P. B. 37, Ms. 2, dabei sehr stark, aber bei 
den einzelnen Sera verschieden stark agglutinierten, so dass der Wert des 
Bruches, z. B. bei P. B. 1 bei einem Serum 1/2, bei einem anderen Serum 
1/20; bei P. B. 37 bei einem Serum 1/5, bei einem anderen Serum 1/50 ; 
bei P. A. 2 kei einem Serum 1/10, bei einem anderen Serum 1/2 stark war. 
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Aber die zwei anderen Bakterien, nimlich P. A. 1 und Ujiie, welche nach 
obigen Beobachtungen identisch erschienen, agglutinierten bei allen vier 
Sera immer gleich stark, fast bis zum Titer, so dass der Wert des Bruches 
bei ihnen fast immer 1/1 stark eintrat (Tab. 15). 

Da bei den obigen Versuchen nachgewiesen wurde, dass unsere neu 
gefundenen Bakterien mit den atypischen A-Bazillen, niimlich P. A. 1 und 
Ujiie, identisch sind, wurden hier auch Versuche ausgefiihrt, um festzu- 
stellen, ob dieses Verhalten durch Absorption nachweisbar sei. Als Sera 
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nicht absorbieren kénnen ; auf die gleiche Weise konnten die neu ge- 
fundenen Bakterien die Agglutinine fiir Paratyphus B-Bazillen von ihrem 
Serum nicht absorbieren (Tab. 16. d). 

Nach allen obigen Ergebnissen darf man wohl darauf schliessen, dass 
unsere neu gefundenen Bakterien zu den atypischen Paratyphus A-Bazil- 
len gehdren, welche cinerseits von Ikegami, anderseits von Shoji be- 


schrieben worden sind. 


Fall IV. 


von 
Dr. Yoshisaburo Tazawa. 


Im Juli vorigen Jahres wurde uns von Prof. Takenouchi in Mori- 
oka ein Stamm Bakterien zur Bestimmung geschickt. Sie sollen im Blut 
eines typhésen Kranken namens Miya, reichlich nachgewiesen worden 
sein. Sie wachsen auf Schriigagar so wie Typhusbazillen, aber etwas 
diinner. Sie waren dabei immer geneigt, auf dem Niihrboden festzuhaften, 
so dass es manchmal schwer war, daraus eine homogene Aufschwemmung 
herzustellen. Auf verschiedenen Nihrbéden verhielten sie sich genau so, 
wie Paratyphus A-Bazillen. Sie wurden ferner in verschiedenen re- 


priisentierenden Sera agglutinatorisch untersucht. Die Sera betrugen im 
ganzen acht Arten, wovon di¢ eine Typhusserum, zwei andere typisches 
und atypisches A-Serum, noch zwei andere typisches und atypisches L- 


Serum, zwei weitere typisches und atypisches Miiusetyphusserum und die 
noch iibrigen Giirtnerserum darstellen. Hier muss bemerkt werden, dass 
als Serum aus den einzelnen Arten mehrere Sera, ausser atypische Para- 
typhus B- und atypische Miiusetyphusbazillen, gebraucht wurden. Die 
Resultate wurden durchschnittlich gerechnet und auf die gleiche Weise 
betrachtet, wie wir das immer zu tun pflegen. Sie wurden niimlich durch 
einen Bruch ausgedriickt, dessen Nenner den Titer der Hauptagglutination 
und dessen Zahler den Titer der Mitagglutination darstellt. Der Wert 
des Bruches war bei Typhusbazillen 1/47; bei typischen A-Bazillen 1/1,7; 
bei atypischen A-Bazillen 1/1; bei typischen B-Bazillen 1/16,6 ; bei 
atypischen B-Bazillen 1/400; bei typischen Miiusetyphusbazillen 1/22, 
bei atypischen Miiusetyphusbazillen 1/400 und bei Giirtnerbazillen 1/55. 
Sie wurden ferner in Sera agglutinatorisch untersucht, welche mit den 
Bazillen Ujiie, Hitomi, Furugo, dargestellt worden waren. Es ergab sich, 
dass sie in diesen Sera immer so stark wie die homologen beeinflusst 
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wurden, s> dass der Wert des Bruches immer s> gross wie 1/1 wurde. 
(Tab. 17). Ferner wurde ihre Agglutininbildende Eigenschaft bei 
Kaninchen geprift. Zwei Kaninchen warden mit verschiedenen sich 
steigernden Dosen dieser Bakterien in 7 tiizigen Intervallen 10 mal vor- 
behandelt. Gerade vor der Einspritzung warde die Blutprob2 entnomm:n. 


Tabelle 17. 


Miya 32 1 Miya 50 1 Miya 10,000 | 


”» = 


Ty. ~ 14,625> 47 P. B. 37 ~ 10,000~ 400 Hitomi ~ 12,500~ 1,2" 
Miya 8,375 1 Miya 600 1 Miya 20,0001 


P.A.2 ~ 14,376 1,7 Ms. ~ 1,300 22 Ujiie 20,000~ 1- 
Miya 15,000 1 Miya 50 1 Miya 20,000 I 


P. A.1 ~ 15,000~ 1 * “Ms. 34 ~ 20,000~ 400 Furugo ~ 20,000~ 1— 

Mya 5501 Miya — 

P.B. ~ 9,125 16,6 ——_ 3. 5d 

In diesen Sera wurden sowohl homologe als auch heterologe Bakterien, in 
deren Sera diese Bazillen bei den obigen Versuchen gepriift waren, 
agglutiniert. Der Agglutinationstiter jeder Blutprobe aus den Tieren 
wurde durchschnittlich berechnet und auf die gleiche Weise betrachtet, 
wie bei obiger Untersuchung (Tab. 18). Aus dieser Tabelle wird ersicht- 
lich, dass bei allen Bakterien der Wert des Bruches, welcher im Anfang 
der Immunisierung entweder so gross oder fast so gross wie 1/1 war, mit 
der Immunisierung immer kleiner und kleiner wurde. Dann fing er 
wieder an, zuzunehmen, so dass er bei einigen Bakterien schliesslich so 
gross wie im Anfang der Vorbehandlung wurde. Je niher sich die 
Bakterien gegeniiber stehen, desto undeutlicher wird diese Schwankung. 
Wenn man diese Resultate einzeln betrachtet, so wird es klar, dass der 
Wert des Bruches bei dem atypischen Stamm von Paratyphus und bei 
dlem Stamme, von Shoji, von Murakami und von Shimojo wiihrend 
der ganzen Immunisierung fast so gross wie 1/1 wurde. Bei den Typhus- 
bazillen zeigte er sich im Anfang der Vorbehandlung 1/1, in der Mitte 
1/15, und am Ende 1/2. Bei dem typischen Stamm von Paratyphus B 
wird er im Anfang 1/2, in der Mitte 1/40, am Ende 1/13. Bei den an- 
deren Bakterien, niimlich bei dem atypischen Stamm von Paratyphus B- 
Bazillen und bei dem typischen Stamm von Miiusetyphusbazillen, trat die 
Schwankung noch viel deutlicher auf. Nur erwies er sich bei dem 


atypischen Stamme von Miiusetyphusbazillen wiihrend der ganzen Zeit 


immer als abnehmend. Ferner warden mehrere Stiimme Typhus-, Miiuse- 
typhus-, Paratyphus A- und B-, und Giirtnerbazillen in diesen zwei Sera 





SL _ 00002 ST _ 000°02 | SF _ 000'¢T O00'EL LE _ 00G'L | 8 006s oer’ vhiyy 
I OOsT TT O0gT | I oes ogs 003 iI 00% 00% 0¢ cl) ‘a 
L'g_ 00002 OL _ 00002 | I _ 000°EI 0% _ OO0'EL O1 _ O0G'L Og } 006s | SI oes vhyy 
C OOS | IT WOsl I Oger {I oc. I og. | 1 GL 0¢ | sow 
00% _ 000°0% 00% _000'0% OE _ 000'ET OST _ O00'GL Gz _ O0g*L GL _ 006s | SI _ 0g __0¢e vhiyy 
I oor st OOr I OOL I OOL I 00r I GL 0g } FE BIN 
OF _ 00002 Le _ O00‘OR 0G _ 000'ET 001 000.ET O¢ _ O0G‘L | 0G one's | ¢ } oce | phy 


1 oOO¢ |1 oe |l Oo |L OO¢T I ogt |t op og | 3 3 
OOT_ 000‘0% 997% _ 000'0% 00E _000'ET 002_ O00'ET OST_ O0G'L SEI _ 00g _ 000 | oz - — 0s¢ | vliy 
I 002 iI @, | 1 oe jt o¢ ji g 0¢ Le ‘a ‘d 
£1 _ 00002 0% _ 000°0% O08 _ 000°ST | OF _ 000'CT 00g‘ . 09% ogee | vhyy 
1 00e' 000'T 00¢ GL og ; i d‘d 
#T_ 00002 2 _ 00002 a 00081 006 ; 0009'S _ 0g _ oce phy 
I 000°¢1 000‘01 ? oer' GL a Vd 
z _ 000'0% _oo0'on | FF - _000°ET a } i — 098 [8 vhiny 


I 0000! 000°¢ 00¢'s OGL 0g 003 | I 68 ‘AJ, 
e‘L_ o00‘ne 000‘ _ 000E1 000‘eT o0e's | a's_ oog'z . 00¢'s __ 0¢8 | vfingy 


I 000°C! ~ 00001 00¢*L o0g's 00s. | I o0g's 002 obnin gy 
‘ 


& _ 00002 00002 | & _ 000‘ET| & _ 0001 _ 00g’, |s*t_ 00e'2 | L‘T_ 00 : _0¢s phy 


00001 000‘0I I 00g‘. 00s’. | tT =000°¢ 002 a 8 
— 000°0% _000'0% | & _o000'¢r T _ 00g’. | T _ 00g'2  OSe'T | LT ose LT vhuyy 


=| 
= 
| 
N 
S 
. 
< 
x 
| 
= 
= 
- 
g 
g 
| 
TS 
< 
% 
A 
a 
4 
Ge 
>, 
~ 
4 
ke 
a 
A 
om 
& 
P- 
~ 


000'02 000‘0I I o0e'z —00e.2 ~T (00G'L I 002 | anly 
00006 3 _ 00002 € _.000‘er ¢‘t_ oog'z | ¢T_ o0g's | 2‘T_ 00¢'s | ¢ L‘'t_ _O¢s vig 


0008 I 0000! rT 000°¢ o00'¢ | O00'e | 1 000% I | l ‘Vd 





x xI | IIIA IIA IA 





S199" J, 





476 K. Aoki, Y. Ikegami, K. Shoji, K. Murakamiu. Y. Tazawa 


agglutinatorisch untersucht. 
Tabelle 19. Es ergab sich, dass alle 


Stiimme, welche zu den atypi- 





NOK Fane der | K. 1996 K. 1997 
Miya Miya schen A-Bazillen gehérig an- 


i genommen worden waren, 
Name der ’ 20,000 20,000 


Ps: opie . . . . 
— darin immer bis zum Titer 


agglutinieren, so dass der 
10,000 10,000 : 


Wert des Bruches 1/1; die 
Uji 20,000 20,000 typischen A- Bazillen und 
Typhusbazillen ebenfalls bei- 
Sieens 20,000 20,000 nahe bis zum Titer, so dass 
der Wert des Bruches bei 

Furugo 20,000 20,000 ihnen von 1/1 bis 1/2 betrug; 
alle Stimme von typischen 

P. A. 20,000 20,000 Paratyphus B- und Miiuse- 
typhusbazillen so stark ag- 

PA. § mee 20,000 glutinierten, dass der Wert 
i 10000 10.000 des Bruches von 1/20 bis1/10 
: war. Dagegen wurden darin 

die Stiimme von atypischen 


P.B.1 2,000 1,000 
Paratyphus B- und Miiuse- 


P.B.: 500 200 typhusbazillen noch viel 


schwiicher agglutiniert, so 
1,000 1,000 dass der Wert des Bruches 
bei ersteren 1/40 bis 1/100, 
500 500 und bei den letzteren 1/40 
betrug. Die Giirtnerbazillen 
— — wurden darin stark aggluti- 
2.000 2,000 niert, so dass der Wert des 
10 10 Bruches von 1/4 bis 1/10 

wurde (Tab. 19). 

Nach allen diesen Ergebnissen kann man wohl annehmen, dass unsere 
Bazillen mit Paratyphus A-Bazillen, und zwar dem atypischen Stamm, 
wie A. 1, Ujiie und Hitomi identisch sind. Ferner kann man an- 
nehmen, dass der Stamm Furugo von den Stiimmen, wie A. 1, Ujiie, 
Hitomi, welche in unserem Institute studiert worden waren, nicht zu 
trennen ist. 

Um dieses Verhalten noch genauer zu bestimmen, wurden A bsorptions- 


versuche sowohl mit unserem Stamme, als auch mit den anderen Stiimmen 
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wurde, so konnten sowohl die 
homologen als auch die heterologen 
Stiimme darin nicht mehr aggluti- 
nieren. Wenn ferner das Serum 
von dem typischen Stamm der 
Paratyphus A- Bazillen mit unse- 
ren Bakterien absorbierte, so konn- 
ten darin ebenfalls sowohl homologe 
als auch heterologe nicht mehr re- 
agieren. Falls dagegen das Serum, 
welches mit unserem Stamme her- 
gestellt worden war, mit dem typi- 
schen Stamm von Paratyphus A- 
Bazillen vorbehandelt wurde, so 
agglutinierten die typischen A- 
Bazillen allein darin nicht, wohl 
aber unsere Bazillen ebenso stark 
wie vor der Absorption (Tab. 20). 
Durch dieses Absorptionsergebnis 
auch nachgewiesen, dass 
unserer Stamm 
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werden, dass, wenn die Immunisierung der Kaninchen mit unseren Bak- 
terien immer weiter fortschritt, Typhusbazillen immer stirker darin ag- 
glutinierten, so dass ihr Titer schliesslich so gross wie der von den homolo- 
gen Bakterien wurde. Sostimmte dieser Befund mit dem der W idal’schen 
Reaktion iiberein, welche mit dem Krankenserum, bei welchem diese Ba- 
zillen nachgewiesen worden waren, ausgefiihrt wurde. Nach der Heilung 
wurde auf unsere Bitte die Blutprobe des Kranken entnommen und uns 
geschickt. In diesem Serum agglutinierten nimlich unsere Bazillen und 
Typhusbazillen 1 : 5,000 stark, dagegen beide Paratyphusbazillen 1 : 100 
stark, wie Shoji und Murakami auch berichteten. 


Schlussbetrachtung. 


Wie oben im einzelnen genau auseinandergesetzt wurde, stimmten 
unsere vier Stimme nicht nur gegenseitig, sondern auch mit anderem 
Stamme Furugo, welcher von Shimojo freundlicher Weise zu uns 
geschickt worden war, ganz iiberein. Was fir Bakterien sind das? 
Durch den Absorptionsbefund nahm Shimojo sie als eine neue Art an 
und nannte sie Paratyphus K-Bazillen, Dabei soll der Buchstabe ,, K “ 
keine alphabetische Reihe, sondern eine Verkiirzung des Wortes ,, Koma- 
gome-Hospital “ darstellen. Nach unseren Untersuchungen wurde fest- 
gestellt, dass diese Mikroben in naher serologischer Verwandtschaft zu 
Bazillen aus Typhus-, Paratyphus-, Miusetyphus- und Girtnerbazillen 
stehen, so dass sie in Sera von diesen Bakterien sehr deutlich beeinflusst 
werden. Auf die gleiche Weise agglutinierten die Bazillen aus Typhus-, 
Paratyphus-, Miiusetyphus- und Giirtnerbazillen im Serum unserer 
Bakterien sehr stark. Dabei war besonders hervorzuheben, dass sie mit 
Paratyphus A-Bazillen sehr nahe verwandt sind, so dass es manchmal 
schwer war, sie von ihnen zu unterscheiden. Sie agglutinierten niimlich 
im A-Serum sebr stark, bis zum Titer; ihr Serum beeinflusste A-Bazillen 
auf gleiche Weise bis zum Titer. Ab und zu agglutinierte es aber letztere 
Bakterien viel schwiicher als der Titer, wie Ikegami beobachtete. Doch 
kann man unseren genaueren Untersuchungen zufolge die beiden Bakterien 
durch das Immunserum von Hogcholerabazillen ganz deutlich unter- 
scheiden. Im Hogcholeraserum agglutinierten sie nimlich sehr stark bis 
zum Titer, Paratyphus A-Bazillen aber garnicht. Umgekehrt aggluti- 
nierten Hogcholerabazillen in unserem Serum sehr stark, bis zum Titer, 
so dass es unmdglich scheint, die beiden Bakterien zu unterscheiden. 
Doch konnten wir die beiden durch das A-Serum ganz leicht differen- 
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zieren, unsere Bazillen agglutinierten niimlich darin sehr stark, bis zum 
Titer, aber Hogcholerabazillen garnicht. Uber diese Frage werden wir 
an anderer Stelle eingehend berichten. Ferner verhielten sich unsere 
Bazillen Paratyphus A-Bazillen gegeniiber so, dass erstere zwei Rezeptoren 
und letztere einen Rezeptor enthalten. Infolgedessen kénnen unsere 
Bakterien vom A-Serum nicht nur heterologe, sondern auch homologe 
Agglutinine, aber Paratyphus A-Bazillen vom Serum unserer Bakterien 
nur Agglutinine fiir heterologe, dagegen Agglutinine fiir homologe 
Bakterien nicht absorbieren. Durch dieses Verhalten ist es wohl gerecht- 
fertigt, diese Bakterien von Paratyphus A-Bazillen getrennt, als eine 
besondere Art anzunehmen, wie Shimojo auch meinte. Da sie immer 
bei typhésen Kranken gefunden wurden und sich sowohl kulturell als auch 
agglutinatorisch Paratyphus A iihnlich verhielten, méchten wir sie statt 
Paratyphus K, wie Shimojo, Paratyphus C nennen, weil man dadurch 
deutlicher darauf hinweisen kann, dass der dritte Typus der Paratyphus- 
bazillen jetzt nachgewiesen wurde. Doch wissen wir nicht sicher, ob unsere 
Paratyphus C-Bazillen mit denen von Uhlenhuth” und Hirschfeld™ 
identisch sind. Wir werden spiiter Gelegenheit nehmen, vergleichende 
Untersuchungen dariiber anzustellen. 

Diese Bazillen scheinen bei uns in Japan nicht zu selten vorzu- 
kommen, weil sie in den letzten paar Jahren sowohl von Shimojo, als 
auch von uns, ganz unabhiingig voneinander, in ziemlich vielen Fiillen 
nachgewiesen wurden. Er faind sie niimlich bei vier Kranken; wir 
beobachteten sie bei drei Kranken. Ferner fand er noch zwei Stiimme 
derselben Bakterien in der bakteriologischen Sammlung des Komagome- 
Hospitals, wo er gearbeitet hat ; wir fanden ebenfalls drei Stiimme der- 
selben Bakterien in unserer bakteriologischen Sammlung, welche entweder 
als Paratyphus A-Bazillen, oder als A-iihnliche Bazillen aufbewahrt wor- 
den waren. Der eine Stamm, welcher von Ikegami genau beschrieben 
wurde, ist seit neun Jahren in unserer bakteriologischen Sammlung als 
Paratyphus A-Bazillen aufbewahrt. Seine Herkunft war nicht mehr 
za ermitteln. Der zweite Stamm wurde vor drei Jahren von Hashimoto 
in unserem Institute in der Galle ciner Leiche, welche durch eine un- 
bekannte fieberhafte Krankheit gestorben war, reichlich nachgewiesen. 
Und der letzte Stamm soll von Prof. Saizawa in Tokyo vor sechs Jahren 
im Blut eines fieberhaften Kranken gefunden worden und als Paratyphus 
A-iihnliche Bakterien bezeichnet worden sein. Diese beiden letzteren 


Stiimme wurden kiirzlich mit unseren repriisentierenden Sera systematisch 
genau untersucht und dabei festgestellt, dass sie sicherlich zu unseren 
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Bakterien gehéren. Weil sie aber einerseits Paratyphus A-Bazillen sehr 
iihnlich, anderseits B. suipestifer oder B. cholerae suum sehr nahe verwandt 
sind, wie oben ausecinandergesetzt wurde, so wiire es leicht méglich, dass 
sie bis jetzt, nicht nur in Japan, sondern auch in anderen Léndern, ent- 
weder als Paratyphus A-Bazillen oder als Hogcholerabazillen diagnostiziert 
und deshalb bis jetzt fast nicht bemerkt worden sind. Aus diesen Griinden 
méchten wir die Stiimme Bakterien, welche wiihrend des Weltkrieges bei 
typhésen Kranken von Hirschfeld” in Kleinasien, von Neukirch” 
in der Tiirkei und von Weil’ in den Balkenliindern gefunden und ent- 
weder als B. suipestifer oder Paratyphus B oder Paratyphus C beschrieben 
wurden, vergleichend untersuchen. 

Zum Schlusse muss bemerkt werden, dass das Serum von Kranken, 
welche mit diesen Bakterien infiziert waren, entweder Typhusbazillen 
allein, oder Typhus- und Paratyphus B-Bazillen gleichzeitig ebenso stark 
wie homologe zu agglutinieren geneigt ist, wie wir es bei unseren drei 
Fiillen immer iibereinstimmend beobachteten. Shimojo konnte diese 
Erscheinung vielleicht deshalb nicht nachweisen, weil er immer solche 
Sera agglutinatorisch untersuchte, welche Kranken im friihen Stadium 
entnommen waren. Dagegen hatten wir immer solche Sera zu untersuchen, 
welche entweder in einem spiiteren Stadium der Krankheit oder in der 
Rekonvaleszenz entnommen worden waren. Im Falle von Shoji wurde 
es niimlich am 10. Tage, im Falle von Murakami am 14. Tage und im 
Falle von Tazawa nach der Heilung entnommen. Dieses Verhalten 
konnte Tazawa bei Kaninchen experimentell ganz deutlich nachweisen. 
Er behandelte sie niimlich mit verschiedenen Dosen Bakterien in 7 tiigigen 
Intervallen zehnmal vor. Vor jeder Einspritzung wurde Blutprobe ent- 
nommen. Mit dieser Blutprobe wurden sowohl unsere Bakterien als auch 
Typhusbazillen agglutiniert. Das Resultat wurde auf die Weise betrachtet, 
dass man den Titer der Typhusbazillen mit dem Titer der homologen 
Bakterien dividjerte. Der Wert des Bruches war im Anfang der Im- 
munisierung so gross wie 1/1; dann in der Mitte am kleinsten, niimlich 
1/15 ; dann wieder grésser, so dass er bei der 10. Vorbehandlung endlich 
so gross wie 1/2 sich zeigte. Infolgedessen wurden Typhusbazillen darin 
ebenso stark wie homologe Bazillen selbst agglutiniert. 
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Die hamolytische Wirkung des Kaltbliterserums. 


Von 


YOSHIO MITOMO. 
(= K & HH) 


(Aus Prof. Kumagai’s medizinischer Klinik der 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


Die hiimolytische Substanz vom Serum des kaltbliitigen Tieres wurde 
bis heute von vielen Forschern untersucht und diskutiert, ohne sie ganz 
sicher zu erfassen. Im Jahre 1888 entdeckte Mosso” zuerst die hiimoly- 
tische Eigenschaft des Aalserums, die durch Erhitzen bei 50°-60° C 
wirkungslos wurde. Nach Kossel” ist dessen hiimolytische Substanz ein 
einheitliches Gift und erzeugt Antitoxin im damit immunisierten Kanin- 
chenserum. Lazar” nimmt ein Himolysin im Froschserum an, dessen 
Amboceptor nur von dem Froschserum, aber von keinen anderen Sera 
reaktiviert wird. Frinkel,® Liefmann und Andreew” wiesen bei 
Aal- und Froschserum durch Globulinfillungsmethode, Amako" bei 
Kréten- und Schildkrétenserum durch Behandlung bei 0°C nach, dass 
diese Kaltbliiterhiimolysine an zwei Substanzen gebunden sind, die im all- 
gemeinen dem Hiimolysin und Komplement héherer Tiere iihnliche Eigen- 
schaften haben. Schon friiher teilte auch Noguchi” mit, dass das Frosch- 
und Aalserum ejn bei 40°-50°C zerstérendes Komplement hat und sein 
Ambozeptor durch Zusatz frischen Serums anderer Kaltbliiter wieder aktiv 
wird. Demgegeniiber sahen Fried berger und Seelig” die himolytisch 
wirkende Substanz des Froschserums als ein von der sog. komplexen 
Struktur im Sinne Ehrlichs unterscheidbares echtes Hiimotoxin an. 
Darauf teilten im Jahre 1912 Camus und Gley” eine mit Friedberger 
gleiche Ansicht tiber das Aalserum mit. Neuerdings stellte Sato” auch 
bei letzterem und Nagaoka" beim Welsserum fest, dass die hiimolytische 
Wirkung des Kalbtbliiterserums auf einem Gift beruht und dass dies bei 
Immunisierung von Kaninchen mit ihm ein kriiftiges Antitoxin darstellt. 
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Aalserum. 


(I) Himolytische Wirkung des Aalserums auf 


die roten Blutzellen des Kaninchens. 


Ich gewann das Aalserum immer derart, dass ich den Aal am hinteren 


Ende des K6érpers durchschnitt und das entleerte Blut zentrifugierte. Die 


defibrinierten roten Blutzellen des Kaninchens werden mit physiologischer 


NaCl-Lésung 3 mal vorsichtig und genau ausgewaschen und als 5 %ige 


Aufschwemmung zum Gebrauch bereitet. 


1. Natives Aalserum. 


Untersuchungsmethode: 0,5cem mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten Aal- 


serums wird mit 0,5ecm 5%éiger Aufschwemmung von Kaninchenerythrozyten versetzt ; das 


70 


Gemisch ins Wasserbad yon 37°C gebracht. Das Resultat wird nach baldigem Herausneh- 


men des Gemisches aus dem Wasserbad und darauffolgendem 18-24 stiindigem Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur beobachtet. 


Tabelle 


a 








2048 
4096 
: 8192 
: 16384 


1 

l 
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1 

ls: 
1: 128 

l 
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1 

l 

1 

1 

1 
NaCl-Lés. 


+++ total gelést 


Reagenzréhrchen 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
lk 
14 
15 
Kontrolle 
Anmerkung : 
cone 
+ 
8 


stark gelést 
schwach gelést 
Spur gelést 
nicht gelost 


Aalserumverdiinnung 


Resultat der Hiimolyse nach 2 St. 


Aus dem Versuch ersieht man, dass Aalserum eine so kriiftige hiimoly- 
tische Wirkung auf Kaninchenblutzellen zeigt, dass es selbst bei 1000 


oder 2000 oder (selten) noch mehrfacher Verdiinnung sie noch hiimoly- 


tisch beeinfiusst. 


Weiter sieht man, dass es bei etwa 8 facher Verdiinung 
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eine gleiche Menge 5%iger Kaninchenerythrezyten total lést. Nach 
Liefmann und Andreew scheint die hiimolytische Kraft des Aalserums 
nach dessen Art und vielleicht auch nach der Juhreszeit verschieden zu 
sein. Ich habe auch einen ihnlichen Eindruck gehabt. 


2. Inaktivierung und Reaktivierung des hiimolytischen 
Vermégens des Aalserums. 


Aalserum wird nach Mosso durch Erhitzen bei 50°-60°C hiimoly- 
tisch unwirksam, auch nach Camus und Gley bei 55°C und wird nie 
wieder vom Versetzen mit normalem Serum aktiviert. Sato erreichte 
sein Ziel nicht, indem er tei 60°C 80 Minuten lang erhitztes, inaktiviertes 
Serum durch Zusatz von 10 fach verdiinntem Meerschweinchenserum, 
5000 fach verdiinntem Aalserum cder 10 fach verdiinntem Kaninchen- 
serum wieder aktiv zu machen versuchte. Amako gibt an, dass das 
Kaltbliiterhiimolysin vom Komplement des Warmbliiterserums nicht 


reaktiviert wird. 


Tabelle 2. 








Hiimolyse 
Reagenzréhrchen Verdunnung des eee ey 

erhitzten Serums | bei 45°C bei 50°C =| _~obei 56°C 
| 30 Min. 30 Min. 30 Min. 
| | 

1 1 1 ++ +b | — 

2 i: 3 | ++ ++ - 

3 i: < ++ + = 

4 a + - 

5 1: 16 | + | _ 

6 1: 32 | + | + 1 

Kontrolle 1: 10 (nicht erhitzt) | ++ ++ ++ 


Wie man aus dieser Tabelle sieht, nimmt das hiimolytische Vermégen 
des Serums mehr und mehr ab, je stiirker es erhitzt wird ; und es wird 
endlich tei 56°C und 30 Minuten inaktiv. Als ich dem inaktivierten 
Aalserum Kaninchen- und Meerschweinchenserum zusetzte, konnte es 
nicht reaktivieren. (1) 0,5ccm inaktiviertes Serum+0,5% Aufschwem- 
mung der Erythrozyten mit 0,5ccm 10 fach verdiinnten Kaninchen- cder 
Meerschweinchenserums als Komplement ; (2) 0,5eem inaktives Serum + 
0,5cecm Erythrezytenaufschwemmung + 0,5ccm NzCl-Lésung mit Komp- 
lement versetzt ; (3) 0,5ccm Erythrozytenaufschwemmung + 1,0ccm NaCl- 
Liésung. Alle Réhrchen zeigten keine Hiimolyse. 
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3. Nachweis des Komplementes im Aalserum 
bei 0°C nach A mako. 


Beim Serum des Kréten- und Schildkrétenserums gelang A mako 
bereits Zerlegung des Komplementes durch Behandlung bei O°C. Sato 
erzielte es aber beim Aalserum nicht trotz Anwendung derselben Methode. 


Tabelle 3. 





% Kaninchen- | 


| Resultat nach 
*ceythrozyten 1 Stunde bei 0°C 


Reagenz- aiteiies bei 0°C |NaCl-Liés. bei 0°C| 





réhrchen | 

1 0,5 com 0,5 cem 5 ecm 3 : : + 

2 0,3 0,7 ” 

3 0,2 | 0,8 ey | 

4 0,1 | 0,9 a 8 

5 0,05 0,95 > - 

6 0,03 0,97 o | - 

7 0,01 | 0,99 ws _ 
Kontrolle -- 1,0 | ao - 


Man zentrifugiert Réhrchen 4, 5, 6 und 7 so bald wie méglich, nimmt 
die oben stehende Fliissigkeit ab und wiischt den Niederschlag zweimal 
mit auf 0°C abgekiihlter physiologischer Kochsalzlésung. Dann fand ich 
4, 5 und bisweilen 6 in starker Agglutination und in leichterer Hiimolyse 
bei jedem Zentrifugieren. Diese 2 mal gut ausgewaschenen roten Blut- 
kérperchen wurden mit NaCl—Lésung oder mit oben stchender Fliissigkeit 

















versetzt. 
Tabelle 4. 
Nr. d. Reagenzréhrchen 
| 4 | 5 6 | 7 
1 Behand. Serum | 0,75 cem . _ 
Behand. Erythrozyten | 0,25 tial +f ’ 
2 Behand. Serum 0,75 ; 
Nicht behand. Erythrozyten 0,25 em, ere + a 
3 NaCl-Lésung | 0,75 | | Se? 
Behand. Erythrozyten 0,25 me * 1 | 


Das Resultat zeigt, dass man eine Trennung von Komplement und 
Ambozeptor nicht nachweisen kann; vielmehr muss man wohl diese 
hiimolytische Substanz als ein einheitliches Gift ansprechen. Der folgende 
Versuch stiitzt diese Ansicht auch. Einerseits kann die so gewonnene 
dariiberstehende Fliissigkeit inaktives Aalserum nicht reaktivieren, ander- 
seits gibt sie keine stiirkere Hiimolyse durch sog. sensibilisierte rote Blut- 
zellen. 
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4. Spaltung des Komplementes durch Kohlensiure- 
Einleitung ins Serum. 


Es wurde ferner versucht, das Komplement (unter Voraussetzung 
seiner Existenz) nach der Methode von Liefmann,” welche sich beim 
Serum des Warmbliiters sehr gut bewiihrt hat, zu spalten. Das Serum 
wurde nach der Vorschrift mit destilliertem Wasser 10 fach verdiinnt, 
nach 1 stiindiger Durchleitung des Kohlensiiurestroms abzentrifugiert, das 
Sediment mit Aq. destill. 8 mal ausgewaschen und mit dem urspriing- 
lichen Volumen von Kochsalzlésung aufgelést. Die oben stehende Fliissig- 
keit wurde im Faust’schen Apparat bis zum anfinglichen Volumen ver- 
dunstet oder vom Zusatz mit 0,08 g des NaCl-Pulvers isotonisch gemacht. 


Tabelle 5. 





Hiimolyse mit 


ft a Ce we soca ne 
} Serums Natives Serum | Albuminteil | Globulinteil ——_ af 
Hobulin 

1 1 +++ +++ - b++ 

1 2 +++ +++ - ++ 

1: 4 +++ b+ _ +++ 

1 8 +++ - ++ 

1: 16 op ++ ~ ++ 

1: 32 ++ ++ _ + 

1 64 ++ ++ _ + 

1: 12 . + - + 

1 256 a + - _ 

1: 612 | _ _ - -- 

1: 1024 — ~ -- -- 

1; 2048 | -- — _ — 


Also konnte man nach dieser Methode das Komplement nicht nach- 
weisen. Die hiimolytische Substanz ist vollstindig im Albuminteil 
enthalten. 

5. Trenning der Komponenten des Serums in hypertonischer 

Kochsalzlésung. 


Als hypertonische Kochsalzlésung wurde 17 %ige Lisung angewendet. 
Doch konnte ich trotz wiederholter vorsichtiger Versuche nicht zum Ziel 
gelangen, was mit dem Resultat von Sato im Einklang steht. 


6. Kaolinisiertes Aalserum. 


Kumagai u. Ito™ haben nachgewiesen, dass das mit Kaolin be- 
handelte Serum des Warmbliiters nur Ambozeptor und Mittelstiick des 
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Komplementes enthilt, wihrend das Endstiick von Kaolin absorbiert 
wird. Auf Grund dieser Tatsache wollte ich die komplexe Struktur des 
Aalserums durch Absorption des Endstiicks mit Kaolin aufkliren. 

Kaolin wurde mit verdiinnter Salzsiiure im Wasserbad 2 Stunden 
lang gekocht. Dann wurde es mit Aq. destill. so lange gewaschen, bis 
das Filtrat chlorfrei wurde. Darauf mit Alkohol und Ather gewaschen 
und getrocknet. 

(a) Kaolinisiertes Serum: 4 ccm Aalserum +2 g gereinigtes Kaolin 
bei 37°C 4 Stunden. 

(b) Als Kontrolle: 1 ccm Aalserum bei 37°C 4 Stunden. 


Tabelle 6. 





| F ree 
Reagenzréhrchen Verdiinnung des a u. b Himolyee 
' 





oto 


Ge 


8 
16 
32 
64 

128 
256 
: 512 
: 1024 
: 2048 

13 : 4096 

14 : 8192 
Kontrolle Kochsalz-Lésung 


oe 


> 
Oo 





— 
le | 


— 
to 


1: 
I: 
1; 
l: 
l: 
1: 
1: 
is 
1: 
1 
1 
T 
1 
1 


Wie diese Tabelle zeigt, ist die Stiirke der durch kaolinisiertes Serum 
eintretenden Himolyse fast ganz gleich wie beim normalen Serum. Aal- 
serum hat kein durch Kaolin absorbierbares Komplement. Ferner fand 
ich gleiche Verhiiltnisse, wenn ich Aalserum 2 oder 3 fach verdiinnte und 


mit Kaolin digerierte. 


Getrocknetes Serum. 


In Bezug auf getrocknetes Serum fand Sato die hiimolytische Kraft 
verschwinden, wiihrend seine Giftigkeit fiir das Meerschweinchen keine 
Einbusse erlitt. Auch ich trocknete 2ccm Aalserum im Faust’schen 
Apparat bei Zimmertemperatur 24 Stunden lang und setzte darauf Aq. 
destill. bis zum urspriinglichen Volumen zu. 
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Tabelle 7. 





| Hiimolyse bei 37°C, 30 Min. nach 1 Stunde 























Reagenzréhrchen Trockenserum- — ~--—— —— ——_. - ——_- -_ 
verdiinnung | Getrocknetes Serum Natives Serum 
| é; | | 

1 i: 2 +++ } +++ 

2 1: 4 +++ +++ 
3 a» ++ ++ 
4 1: 16 | ++ ++ 
5 | 1: 32 ++ ++ 
6 1: 64 + ++ 
7 1: 128 + + 
8 1: 256 | 8 8 
9 1: 512 8 & 
10 1: 1024 —- _ 
Kontrolle NaCl-Lésung _ _ 





Aus dem Versuch ergibt sich, dass die hiimolytisch Kraft des Aal- 
serums beim Trocken nie verschwindet, mag sie auch nur geringfiigig 
geschwiicht zu sein scheinen. Indem ich das verschieden lange Zeit, z.B. 
nicht genug getrocknete, gerade getrocknete, 12 Stunden lang oder 36 
Stunden lang getrocknete Serum in gleicher Weise untersuchte, fand ich, 
dass sich jedes genau so wie das 24 Stunden lang getrocknete verhielt. 


8. Dialysiertes Serum. 


Ferrata” empfahl fiir Spaltung des Serums in zwei Teile das 
Dialysieren. Deshalb wollte ich durch diese Methode nachweisen, in 
welchem Teile die hiimolytische Substanz des Aalserums enthalten ist. 
Das in die Dialysierhiilse (Schleicher und Schill) gegossene Aalserum 


m) wurde im fliessenden Wasser 24 Stunden lang und danach im 


(2 c 


Tabelle 8. 





Hiimolyse durch 


| 

. » 3 

— oo on Verdiinnung der zwei_ | 
— Teile des Serums | 
} 


Albuminteil | Globulinteil | ee 

1 1 2 +++ — +++ 

2 1 4 +++ — So oe 

3 ¥. 8 ++ _ ++ 

4 | 16 + | -- aa 

5 1: 3 + — | + 

6 1: 64 + - | + 

7 1: 128 . ~ + 

8 } 1: 256 8 -_ 8 

9 1: 512 _ _ _ 
10 1: 1024 _ ~ - 


Kontrolle NaCl-Lésung - 
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destillierten Wasser 24 Stunden lang dialysiert. Darauf zentrifugierte 
ich es, und die dariiber stehende Fliissigkeit wurde im Faust’schen 
Apparat bis zu 2. ccm verdunstet. Das Sediment wusch ich noch dreimal 


mit destilliertem Wasser und léste es in 2 cem NaCl-Lésung. 

Hier sieht man, dass die hiimolytische Substanz des Aalserums im 
Albuminteile enthalten ist und keine Spur davon im Globulinteile ; und 
der Albuminteil gewinnt auch durch Zusatz vom Globulinteil (welcher 
beim Warmbliiterserum dem Mittelstiick entspricht) keine  stiirkere 


hiimolytische Eigenschaft mehr. 


Aalserum, welches mit HCl und kolloidalem 
Eisenhydroxyd behandelt wurde. 


9 


(a) 90,5cem Aalserum mit 1,5 cem physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt, noch einmal mit 0,5 ccm Kolloidaleisenhydroxid versetzt und 
gut geschiittelt. Die dariiber stehende Fliissigkeit hat dabei keine Eiweiss- 
reaktion mehr durch 20%ige Sulfosalizylsiiure ergeben. 

(b) Wie (a), aber ungeniigend enteiweisst. 

(ec) 0,5 cem Aalserum+1,0 ccm NaCl-Lésung mit 0,5 eem N/10 
HC! versetzt und bei Zimmertemperatur 30 Minuten lang stehen gelassen ; 
und darauf 0,5 cem N/10 NaOH und 0,01 g NaCl-Pulver hinzugefiigt. 


Tabelle 9. 





Verdiinnung yon ___Hiimolyse durch | Kontrolle : 
a, b, c. Natives Serum 


Reagenzrohrchen | 
. | 


” 


10 


40 
1: 80 
1: 160 
1: 320 


Val 





Kontolle NaCl-Liésung 


Enteiweisstes Serum verliert seine himolytische Eigenschaft voll- 
stindig, wiihrend ungeniigend enteiweisstes Serum noch stark hiimolytisch 
wirkt. Mit HCl behandeltes Serum verliert seine hiimolytische Kraft. 
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Zusammenfassung. 


(1) Aalserum zeigt eine erhebliche hiimolytische Kraft auf Kanin- 
chenerythrozyten. 

(2) Aalserum wird durch 30 Minuten langes Erhitzen bei 56°C 
inaktiviert und durch Zusatz von Warmbliiterserum, besonders Kaninchen- 
und Meerschweinchenserum, nicht reaktiviert. 

3) Die Versuche, durch welche ich die komplexe Struktur des 
Aalserums im Sinne Ehrlichs nachweisen wollte, endeten alle mit einem 
Misserfolg. Daher diirfte die Annahme, seine himolytische Eigenschaft 
als einheitliche Giftwirkung anzusehen, richtig sein. 

(4) Auch getroknetes Aalserum verliert sein hiimolytisches Ver- 
mégen nicht. 

(5) Himolytische Substanz entspricht dem Albuminteil des Serums. 


(II) Wirkung des Aalserums auf den iiberlebenden 
isolierten Diinndarm des Kaninchens. 


Schon Mosso selbst untersuchte die Wirkung des Aalserums auf das 
isolierte Froschherz: aber er fand keinen besonderen Einfluss. Kuma- 
gai’ liess Aalserum auf das iiberlebende Froschherz und den isolierten 
Kaninchendarm wirken. Beim Darm beobachtete er bei starker Ver- 
diinmnung Zunahme der Spannung mit Sistierung der rythmischen 
Bewegung des Darmes ; bei grosser Serumdcse anfingliche Zunahme des 
Spannung, darauf folgende Erschlaffung. Auch tei dem in kiinstlicher 
Zirkulation befindlichen Freschherz fand er eine giftige Wirkung, aller- 
dings viel schwiicher als beim Darm. 

Die Art und Weise, wie Aalserum auf den Darm wirkt, ist aber 
noch nicht genay untersucht worden. Wir fihrten deshalb die Unter- 
suchungen weiter. 

Nach der von Magnus ausgearbeiteten Methcde fihrte ich meine 
Untersuchung am iiberlebenden, isolierten Darm von Kaninchen aus. 
Das Tier wurde durch Entblutung aus A. carotis getétet. Der ab- 
geschnittene und aus der Bauchhéhle herausgezogene Diinndarm wurde 
mit warmer Kechsalzlésung gespiilt und darauf in etwa 25°C warmer 
Tyrode’scher Lésung iiberlebend gehalten. Die Linge des angewendeten 
Darmstiickes betrug 1-2 cm, die Menge Tyrode’scher Lésung in der 
Neukirch’schen Kammer 50 ccm und die Temperatur 38-40°C. 





Die himolytische Wirkung des Kaltbliiterserums 


1. Natives Serum. 


Inbezug auf die Wirkungsweise der verschiedenen Medikamente, 
yifte oder Sera auf den iiberlebenden, isolierten Kaninchendarm unter- 
scheidet man an der Hand vorstehender Kurven zwei Formen ; die eine 
Form ist eine Veriinderung des Tonus und die andere eine der Pendel- 
bewegung. Wenn man dem iiberlebenden, isolierten Kaninchendiinndarm 
Aalserum zusetzt, so sieht man bei Einwirkung einer sehr viel kleineren 
Menge von Serum eine verstiirkte Pendelbewegung ohne Tonuszunahme 
oder zuweilen nur mit wenig ‘Tonuszunahme unmittelbar nach der Ein- 
wirkung. Beim Zusatz ciner grésseren Menge von Serum wird die 
Pendelbewegung plitzlich direkt nach der Einwirkung klein; und es 
tritt starke Tonuszunahme, zuerst begleitet von verstiirkter und dann von 
verkleinerter oder immer kleiner werdender Pendelbewegung, und endlich 
tonische Kontraktur ein. Darauf erfolgt bei recht grosser Dose Er- 
schlaffung des Tonus. Ein tonisch kontrahierter Darm erlangt seine 
Bewegung selbst nach dem Auswaschen mit Tyrode’scher Lésung nicht 


wieder. 


Versuch 1. 


Der Zusatz von 0,5 cem mit T yrode’scher Lésung 10 fach verdiinnten Aalserums iibt 
eine férdernde Wirkung auf die Peristaltik des Kaninchendarms aus, beeinflusst jedoch den 
Tonus nicht (Fig. 1). 


Fig. 1. 


(Diese und alle folgende Figuren sind von links nach rechts 
zu betrachten.) 

1. Pfeil: Zusatz yon 0,5 cem T yrode’s Lésung. 

2. Pfeil: Zusatz von 0,5 cem NaCl-lésung. 

3. Pfeil: Zusatz yon 0,5 cem des 10-fach verdiinnten 
Aalserums. 
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Versuch 2. 


50 fach verdiinntes Serum iibt meist keine Wirkung mehr aus, nur in sehr seltenen 
Fiillen eine leichte Wirkung (Fig. 2). 





Fig. 2. 
Zusatz von 0,5 cem des 50-fach verdiinnten Aalserums. 
Versuch 3. 


Durch Zusatz von 0,3 ccm 10 fach yerdiinnten Aalserums wird die Peristaltik verstiirkt 
und auch der Tonus ein wenig beeinflusst (Fig. 3). 





Fig. 3. 


Zusatz von 0,3 cem des 10-fach yerdiinnten Aalserums. 
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Versuch 4. 


0,5 cem 5 fach verdiinnten Serums auf den Darm: sein Tonus nimmt ausgepriigt zu 
und seine Peristaltik vermindert sich, kommt rogar in tctale Ruhestellung (Fig. 4). 


Fig. 4. 


Zusatz von 0,5 ccm des 5 fach verdiinnten Aalserums. 


Aus oben beschriebenen Versuchen erkennt man, dass die untere 
Grenze der auf den Darm einwirkenden Menge 0,3-0,5 cem 10 fach ver- 
diinnten Aalserums ist; und da die angewendete Serummenge wieder durch 


50 cem Tyrode’sche Lésung verdiinnt wird, so ist dieses Serum 1700 
oder 1000 fach verdiinnt. Dies entspricht gerade der hiimloytisch noch 
wirksamen Minimaldosis. In dieser Verdiinnung lisst das Serum die 
Peristaltik des Darmes sich verstiirken, fast ohne Tonuszunahme. Wenn 
man 0,5 ccm 50 fach verdiinnten Serums, gebraucht, was in der ganzen 
auf den Darm wirkenden Fliissigkeit 5000 facher Verdiinnung entspricht, 
ein Darm nur selten in Reizzustand versetzt. 0,5 cem 5 fach verdiinnten 


Serums oder eine noch gréssere Dose zwingt den Darm, seinen Tonus rasch 
zu steigern, dagegen seine Peristaltikamplitude meist zu schmiilern und 
endlich in tonische Kontraktur zu bringen. Doch bemerkte ich bei zahl- 
reichen Versuchen mehr oder minder starke individuelle Verschieden- 
heiten in der Empfindlichkeit des Kaninchendarms. So wies ich selbst 
schon beim Zusatz von 0,5 ccm 10-25 fach verdiinnten Serums tonische 


Kontraktur des Darmes, wenn auch freilich selten, nach. 


2. Erhitztes Serum. 


Wie man an den Kurven sieht, iibt das bei 56°C 30 Minuten lang 
erhitzte und inaktivierte Serum auf den Kaninchendarm keinen Einfluss 
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mehr aus, wiihrend das bei 50°C 30 Minuten lang erhitzte und noch nicht 
geniigend inaktivierte Serum ihn fast ebenso stark reizt wie normales 
Serum (nur ist die Zeit vom Serumzusatz bis zum Beginn der Tonuszunahme 
etwas linger). Dass sich die hiimolytische Substanz genau ebenso wie die 
den Darm angreifende Substanz gegen Hitze verhilt, muss ich hier noch 


betonen. 


3. Spaltung des Serums durch Kohlensiureeinleitung. 


Als ich das Serum durch die oben bei Hiimolyse beschriebene Methode 
in zwei 'Teile—Albumin- und Globulinteil—spaltete und die einzelnen 
Teile getrennt auf den Kaninchendarm einwirken liess, fand ich den 
Albuminteil als wirkendes Agenz, nicht den Globulinteil. 


4. Kaolinisiertes Serum. 


An dem auf die roten Blut- 
kérperchen des Kaninchens hiimo- 
lytisch wirkenden  kaolinisierten 
Serum hier wird gezeigt, dass es 
ebenso stark wie natives Serum 
auf den Kaninchendarm  wirkt 
(Fig. 5). 





Fig. 5. 


Zusatz von 0,5 cem des 5 fach verdiinn- 
ten, kaolinisierten Aalserums. 


5. Getrocknetes Aalserum. 


Serum im Faust’schen Apparat bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
lang getrocknet und dann mit Aq. destill. bis zum anfinglichen Volumen 
gelést. Das getrocknete Serum, welches, wie schon oben mitgeteilt, 
hiimolytische Kraft erhiilt, iibt auch auf den Darm starke Reizung aus. 


6. Dialysiertes Aalserum. 


Das Dialysieren wunde wie bei den Versuchen der Hiimolyse aus- 
gefiihrt. 

Auch hier fand ich, dass der Albuminteil den Darm stark reizt, 
wahrend der Globulinteil solche Kraft ganz verliert. Dies verhilt sich 
genau so wie beim Resultat mit den durch Kohlensiiureeinleitung ge- 
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spaltenen zwei Teilen. Bei Einwirkung von 0,5 ccm des 5 fach verdiinnten 
Albuminteile gewinnt der Darm selten seinen friiheren Tonus und seine 
Pendelbewegung wieder, nachdem er einmal gereizt worden ist (Fig. 6 


u. 7). 





Fig. 6. 


Zusatz von 0,5 ccm des 5 fach verdiinnten Albuminteils. 





Fig. 7. 


Zusatz von 0,5 ccm des 5 fach yerdiinnten Globulinteils. 


7. Mit HCl oder kolloidalem Eisenhydroxyd behandeltes Serum. 


Genaue Beschreibung dieses Verfahrens siehe bei der ,, Hiimolyse.“ 

Der Darm wurde durch mit kolloidalem Eisenhydroxyd behandeltes 
Serum nicht beeinflusst ; durch HCl-Serum wurde die Peristaltik leicht 
abgeschwicht, aber nach dem Auswaschen durch Zusatz normalen Serums 
erheblich gereizt. Auch konnte ungeniigend enteiweisstes Serum den 


Darm gut angreifen. 
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Angriffspunkt des Aalserums am uberlebenden, 
isolierten Kaninchendarm. 

Da wir gefunden haben, dass Aalserum auf den iiberlebenden, isolier- 
ten Kaninchendarm energische Wirkung ausiibt, so beschlossen wir ferner, 
zu untersuchen, an welchem Teile des Darmes Aalserum angreift. Alle 
Bewegungen des Darmes werden bekanntlich von dem automatischen Spiel 
des Auerbach’schen Plexus, sowie von den erregenden Impulsen des 
Vagus und von dem hemmenden des sympathischen Systems beherrscht. 
Dementsprechend kénnen die Darmbewegungen durch parasympathische 
Gifte, z. B. durch Pilokarpin cder eine kleine Dose von Atropin, zweitens 
durch das den Auerbach’schen Plexus angreifende Nikotin Peristaltik 
verstirkend, drittens durch die sympathikuserregenden Agenzen, z. B. 
Adrenalin, hemmend beeinflusst werden. Wir verfuhren folgendermassen, 
um den Angriffspunkt des Aalserums am Kaninchendarm zu ermitteln. 

Zuerst wird die Vagusendigung des Darmes durch Pilokarpin an- 
geregt und darauf mit Aalserum versetzt. Dabei sieht man eine noch 


stirker gereizte Darmbewegung und Tonuszunahme. (Fig. 8) 





Fig. 8. 


Wirkung des Aalserums auf den pilokarpinisierten Darm. 
1. Pfeil: 0,5 ccm yon 1% Pilocarpin. 
2. Pfeil: 0,5 cem von 5 fach verdiinnten Aalserum. 

Dann wurde die Vagusendigung durch Atropin gelihmt. Ein so 
atropinisierter Darm wird auch durch danach zugesetztes Aalserum stark 
beeinflusst. Aus Figur 9 sieht man ausgepriigte Reaktion des Darmes 
gegen Aalserum, dessen Vagus vorher mit Atropin so gelihmt wurde, 
dass er durch darauf gegebenes Pilokarpin fast nicht mehr gereizt wurde. 
Diese Versuche beweisen, dass Aalserum die Vagusendigung nicht angreift. 

D> 
Ferner wird die durch Adrenalin prompt gehemmte Darmbewegung 


durch Aalserum wieder lebhaft hergestellt. Der durch Aalserum erregte 
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Fig. 
Zusatz von 0,5 cem des 5 fach verdiinnten Aalserums. 


Zusatz von 0,2 ccm des 19% igen Atropins. 
Zusatz von 0,5 ccm des 1% igen Pilokarpins 


4. Pfeil: Zusatz yon 0,5 ccm des 0,19 igen Adrenalins. 


1. Pfeil: 
2. Pfeil 
3. Pfeil: 





Darm wird von Adrenalin hemmend beeinflusst (Fig. 9u. 10). Nach 
Ishihara™ lihmt Tetrodotoxin die postganglioniren Sympathikusfasern. 
Fig. 11 zeigt, dass der Darm, welcher durch Tetrodotoxin angegriffen ist, 
durch Zusatz von Aalserum wieder zu starker Reizung gebracht wird. 
Dies deutet darauf hin, dass der Sympathicus nicht in Betracht kommt. 
Da der Sympathicus und Parasympthicus ausgeschlossen sind, so bleibt 
entweder der Auerbach’sche Plexus oder der Darmmuskel selbst. 
Nachdem der Auerbach’sche Plexus durch Nikotin in starke Erregung 


versetzt worden ist, sieht man bei Zusatz von Aalserum den Tonus des 
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Darmes noch weiter zunehmen (Fig. 12), Auch nachdem der Auer- 
bach’sche Plexus durch eine grosse Menge von Nikotin so geliihmt 
worden ist, dass Strychnin nicht mehr erregend wirkt, wird der Darm 
durch Aalserum beeinflusst. 

Also diirfte man den Auerbach’schen Plexus als Angriffspunkt 
ausschliessen. Deshalb bleibt die Darmmuskulatur selbst als die Stelle, 
die das Aalserum angreift. 


(III) Wirkung des Aalserums auf die roten 
Blutkérperchen und den iiberlebenden 
Darm des Meerschweinchens. 


a. Hiimolytische Eigenschaft. 0,5 cem von 5% igen Meerschweinchen- 
erythrozyten mit 0,5 ccm von absteigend verdiinntem Aalserum versetzt, 
im Wasserbad von 37°C 30 Minuten eshitzt. 


Tabelle 10. 





Hiimolyse mit 





Reagenzréhrchen Aalserumverdiinnung ad | bei 50°C | bei 56°C 
Nativ. reece 30 Min. | 30 Min. 

1 1 10 ++ + | _ 

2 1: 20 + + ae 

3 1: 40 + + | - 

4 1: 80 oe } _ } - 

5 1: 160 + = = 

6 1: 320 8 ‘ os 

7 1: 640 — _ _ 

8 1: 1280 “ = a 

Kontrolle NaCl-Lésung _ 


Aalserum iibt eine etwas schwiichere hiimolytische Wirkung auf 
Meerschweinchenerythrozyten als auf die des Kaninchens auf. Zum 
Inaktivieren ist es auch hier bei 56°C 30 Minuten lang zu erhitzen. 

b. Die Wirkung des Aalserums auf den Meerschweinchendarm. 
Normales oder bei 50°C erhitztes Serum iibt lebhafte Wirkung auf den 
Darm aus. Dagegen verliert bei 56°C 30 Min. lang erhitzte inaktives 
Serum seinen Einfluss auf den Darm. 

ce. Angriffspunkt des Aalserums am iiberlebenden Meerschweinchen- 
darm. Ahnliche Untersuchungen, wie sie oben bereits beschrieben, zeigen 
hier ganz analoges Verhalten wie beim Kaninchendarm. 

Weiter fiihrte ich Versuche iiber die Wirkung des Aalserums auf die 
Erythrozyten und den isolierten, iiberlebenden Darm des Huhns aus und 
fand hierbei auch ein ganz iihnliches Verhalten wie bei Kaninchen und 
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Meerschweinchen. Nur erwies2n sich die Erythrozyten des Huhns resis- 
tenter als die anderen. 


Zusammenfassung. 


(1) Aalserum iibt auf den iiberlebenden isolierten Kaninchendarm 
durch Wirkung einer kleinen Menge Verstirkung der Pendelbewegung 
fast unabhiingig vom Tonus aus; bei grésserer Menge rasche, starke 
Tonuszunahme und sogar selbst durch Spiilen mit Tyrode’scher Lisung 
nicht mehr in Bewegung zu bringende tonische Kontraktur, bei recht 
grosser Dose darauffolgende Erschlaffung. Die untere Grenze der 
wirksamen Aalserummenge ist 1000 oder 2000 fache Verdiinnung. 

(2) Durch Versuche mit Dialysieren und Kohlensiureeinleitung 
wurde der Albuminteil als wirkende Substanz des Aalserums bestitigt. 

(3) Aalsera, welche auf die roten Blutzellen des Kaninchens 
hiimolytische Wirkung ausiiben, z. B. natives Serum, bei 50°C erhitzte, 
getrocknete, kaolinisierte und ungeniigend enteiweisste Sera, haben giftige 
Wirkung auch auf den Kaninchendarm. 

(4) Im Gegensatz dazu kénnen diejenigen Aalsera den Darm nicht 
angreifen, welche ihre hiimolytische Kraft gegeniiber den roten Blutzellen 
verloren haben, z. B. inaktivierte, ganz enteiweisste und mit Salzsiiure 
behandelte Sera. 

(5) Angriffspunkt des Aalserums am Darm ist die glatte Muskulatur 


der Darmwand. 


Meeraalserum. 


(Serum von Muraenesox cinereus (Forsk)). 


Eine Stelle in der gleichen Unterart ,, Apodes“ wie der Aal, der zur 
Gattung der ,,Teloostei“ gehért, nimmt der Meeraal in der Klassifikation 
des Tierreiches ei, und er ist in mannigfachster Beziehung dem Aal 
vergleichbar. 

Deshalb erschien ein Studium der hiimolytischen Substanz des Meer- 
aals angebracht, nachdem die des Aales untersucht worden war. 


(I) Hiaimolytische Wirkung des Meeraalserums. 


1. Natives Serum. 
0,5 cem absteigend verdiinnten Meeraalserums (von Meeraal a und b 


retrennt entnommen) mit 0,5 cem 5%iger Kaninchenblutkérperchen ver- 
’ 7 
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setzt ; im Wasserbad 30 Min. lang, aus dem Wasserbad genommen und 
nach 18 stiindigem Stehen im Zimmer Resultat abgelesen. 


Tabelle 11. 





| : Hiimolyse 
Reagenzgliischen | Verdiinnung des Serums | 





2 
4 
8 
16 
32 
64 
128 
256 
512 
: 1024 
: 2048 
: 4096 
: 8192 
Kontrolle NaCl-Lésung 


Meeraalserum hat, wie die Tabelle zeigt, kriiftige hiimolytische Kraft 
fast ebenso wie Aalserum. 

Wihrend ich meine Versuche die ganze Fischereizeit dieses Fisches 
hindurch (von Mai bis Dezember) ausfiihrte, fiel es mir auf, dass die 


hiimolytische Kraft des Meeraalserums je nach der Jahrzeit etwas ver- 


schieden war, die Schwankung war aber nicht sehr gross. 


2. Inaktivierung und Reaktivierung. 


Das Serum wird durch halbstiindiges Erhitzen bei 50°C vollstiindig 
inaktiviert und durch Zusatz von Meerschweinchen- oder Kaninchenserum 


als Komplement nicht reaktiviert. 


Tabelle 12. 


Hiimolyse durch Serum, welches 
30 Min. erhitzt wurde 





Reagenzréhrchen Verdiinnung ——so uA 
| bei 45°C | bei 50°C | bei 56°C | Nativ 





++ 
++ 
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3. Versuche iiber Zerlegung des Komplementes des Meeraalserums 


durch Behandlung bei 0°C. 


Tabelle 13. 











Reagenz- | Serum d. | NaCl-Lés. | 596 Kanin. Hiimolyse nach 
réhrchen | Meeraals (0°C) | (0°C) Erythr. (0°C) 1 St. bei 0°C 
| 
| 0,5 0,5 | 0,5 | +++ 

2 | 0,3 0,7 0,5 ++ 

3 0,1 0,9 | 0,5 ~ 

4 | 0,05 | 0,95 | 0,5 an 

5 0,03 0,97 0.5 on 


Nach Vorschrift zentrifugierte ich die Gliischen so schnell wie 
moglich, goss die dariiber stehende Fliissigkeit in andere Reagenzréhrchen 
und wusch die Bodensiitze mit vorher auf 0°C abgekiihlter physiologischer 
Kochsalzlésung. Dabei befanden sich die Bodensiitze von Nr. 2 und 3 in 
Agglutination und zeigten leichte Hiimolyse ; iibrigens fand auch hiiufig 
stirkere Hiimolyse statt, und zwar jedesmal, wenn ich sie wieder mit 
Kochsalzlésung wusch. 


Tabelle 14. 





Hiimolyse bei 37°C, 30 Min. 

















Behand. Erythrozyten 


| 3 4 5 
: J 
I Behand. Serum 0,75 + ‘a 5 
Behand. Erythrozyten 0,25 : 
— —— ————E _| —___—___—_ 
| 
Behand. Serum 0,75 
I Normale Erythrozyten 0,25 | ” ' , 
cern | | 
NaCl-Lés. 0,75 
m So 0°25 } «6 | - | - 


Das Resultat zeigt, dass man das Serum nicht in Komplement und 
Ambozeptor zerlegen kann. 


4. Getrocknetes Serum. 


1 com Meeraalserum im Faust’schen Apparat getrocknet und darauf 
mit 1 ccm Aq. destill. gelést. So dargestelltes Meeraalserum behilt gute 
hiimolytische Wirkung, fast so stark wie natives. 
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5. Dialysiertes Serum. 


Technik der Dialysierung und der Hiimolyse war wie beim Aalserum. 


Tabelle 15. 














R > Hiimolyse durch 
réhrehen | e?diinnung een ot 
Albuminteil Globulinteil Beide zusammen 
1:1 +++ _ +++ 
2 1:2 ++ _ + 
3 1:4 ++ - ++ 





Himolytische Wirkung wird nur am Albuminteil nachgewiesen und 
fehlt dem Globulinteil ; das zeigt gleiches Verhalten wie beim Aalserum. 


6. Mit Salzsiiure behandeltes Serum. 


0,5 com Meeraalserum + 1,0 cem NaCl-Lésung wird durch Behand- 
lung mit Salzsiiure, 0,5 com N/10 HCl, ebenso wie Aalserum, inaktiviert. 


(II) Wirkung des Meeraalserums auf 
den isolierten, iiberlebenden 
Kaninchendiinndarm. 


Natives Meeraalserum iibt starke Wirkung auf den Kaninchendarm 
aus; der Darm nimmt durch Zusatz 5 fach oder 10 fach verdiinnten Serums 
an Tonus auffallend zu, wiihrend die Peristaltik am Anfang zu und dann 
abnimmt, und endlich kommt es zu tonischer Kontraktur (Fig. 15). 
50 fach verdiinntes Serum vermag bereits die Peristaltik zu verstiirken. 





Fig. 13. 


Zusatz yon 5 ccm des 5 fach verdiinnten Meeraaalserums. 
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Inaktiviertes Serum. Durch Erhitzen bei 50°C inaktiviertes Serum 
verliert seine Reizwirkung auf den Kaninchendarm. Aber bei 45°C 
erhitztes und noch nicht vdllig inaktiviertes Serum iibt auch noch starken 
Reiz aus (Fig. 14 u. 15). 








Fig. 14. Fig. 15. 
Zusatz von 0,5 cem des unverdiinn- Zusatz von 0,5 ccm des 5 fach verdiinnten, 
ten, bei 50°C erhitaten Meeraal- bei 45°C erhitzten Meeraalserums. 


serums. 





Getrocknetes Serum ist ebenso wirksam wie frisches Serum. 
Mit Salzsiiure behandeltes Serum hat keine Wirkung mehr. All 
diese Verhiiltnisse sind gleich denen beim Aalserum. 


Angriffspunkt des Meeraalserums auf den isolierten, 
uberlebenden Kaninchendarm, 


Zuerst wird ein Darm, dessen Vagusendigung durch Pilokarpin 
angegriffen wurde, durch zugesetztes Meeraalserum noch stiirker gereizt 
und zu tonischer Kontraktur gebracht. Der Darm, welcher zuniichst an 
der Vagusendigung durch Atropin so gelihmt war, dass er durch zuge- 
setztes Pilokarpin nicht mehr angeregt werden konnte, wird durch Zusatz 
von Aalserum stark gereizt. Der Tonus eines solchen gereizten Darms 
nimmt durch den Sympathicus reizendes Adrenalin mehr oder minder ab 
(Fig. 16). 

Nachdem Nikotin den Auerbach’schen Plexus in starke Erregung 
gebracht hat, versetzt Meeraalserum den Darm in einen noch stirkeren 
Tonus (Fig. 17). 

Die durch Adrenalin prompt gehemmte Darmbewegung wird durch 
Meeraalserumzusatz lebhaft wieder hergestellt. 

Man sieht aber keine Wirkung .des Meeraalserums auf den Darm, 
welcher durch Aalserum bereits angegriffen wurde, und auch umgekehrt. 
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So ist fiir Meeraalserum, wie fiir Aalserum, der Muskel des Darmes 


selbst der Angriffspunkt. 


Zusammenfassung. 


(1) Meeraalserum hat ein kriiftiges himolytisches Vermégen gegen- 
iiber den Erythrozyten des Kaninchens. 

(2) Das Serum wird durch 30 Min. langes Erhitzen bei 50°C 
inaktiviert und durch Zusatz von Kaninchen- oder Meerschweinchenserum 
nicht reaktiviert. 

(3) Durch Behandlung bei 0°C nach Amako kann man die 
komplexe Struktur nicht nachweisen. 

(4) Meeraalserum zeigt auch auffallende Wirkung auf den 
Kaninchendarm, und 1000—2000 fach verdiinntes Serum bringt den 
Darm zu tonischer Kontraktur. 

(5) Dasjenige Serum, welches durch Erhitzen oder durch Salzsiiure 
inaktiviert wurden ist, ebenso wie sein Globulinteil haben keine reizende 
Wirkung auf den Darm mehr, wiihrend himolytisch aktives Serum, z. B. 
getrocknetes, normales Serum oder der Albuminteil des dialysierten Serums 
sie gut beibehalten. 

(6) Man kénnte hier behaupten, dass die hiimolytische Komponente 
und die den isolierten Kaninchendarm reizende Substanz ganz identisch 


seien. 


Krotenserum. 
(Bufo japonicus Schleg.) 


(I) Himolytische Wirkung des Kriétenserums auf 
die Erythrozyten des Kaninchens. 


Wie schon in der Einleitung angegeben, nahmen Frinkel, Lief- 
mann und Andreew, Noguchi, Amako u. a. komplexe Struktur des 
Krétenserumhimolysins an, wihrend Lazar,” Friedberger und See- 
lig® im Gegenatz dazu an einheitliches Hiimotoxin glaubten. Schon im 
vorigen Kapitel wurde die hiimolytische Substanz des Aalserums und des 
Meeraalserums als einheitliche Komponente bestiitigt. Ob die durch 
Krétenserum herbeigefiihrte Himolyse auch auf einem iihnlichen Gift 
beruht ? 

Zuerst wurde die Brusthdhle der Kréte gedffnet und in das bloss- 
gelegte Herz direkt mit Punktionsnadel gestochen ; das so in einem Spitz- 
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glas aufgefangene Blut abzentrifugiert und dann gebraucht. Diese 
Methode scheint mir zum Gewinnen des Serums am bequemsten zu sein. 

Die roten Blutkérperchen des Kaninchens liess man in der NaCl- 
Lésung zu 5 Prozent aufschwemmen. 


1. Natives Krodtenserum. 


Versuchsmethode: 0,5cem Krétenserum mit 0,5cem 5 %iger Erythro- 
zytenaufschwemmung versetzt ; das Gemisch wird bei 87°C 30 Minuten 
lang ins Wasserbad gebracht, nach baldigem Herausnehmen und weiterem 
18-24 Stunden langem Stehenlassen bei Zimmertemperatur wird das 
Resultat notiert. 

Nach dem Versuch erwies sich die hiimolytische Kraft des Kréten- 
serums auf die roten Blutzellen des Kaninchens weit schwiicher als die des 
Aalserums, so dass sie vollstiindig aufhérte, che noch das Serum 128 fach 


verdiinnt worden war. 


Tabelle 16. 








Reagenzréhrchen Krdétenserumverdiinnung Hiimolyse 
1 1 1 +++ 
2 1 2 +++ 
3 ] 4 } +++ 
4 a ++ 
5 1: 16 | + 
6 | 1: 32 + 
7 1: 64 s 
8 | 1: 128 - 
9 1: 256 — 
10 1:512 - 
Kontrolle NaCl-Lésung - 


2. Inaktivierung und Reaktivierung. 


Nach Beobachtung von Amako wird Krétenserum durch halb- 
stiindiges Erhitzen bei 42°C bereits inaktiviert und dann durch Zusatz 
vom Komplement des Warmbliiters nicht reaktiviert, sondern nur durch 
das eigene Serum und andere Kaltbliitersera wieder aktiviert. 

Die folgende Tabelle zeigt, wie halbstiindiges Erhitzen bei 50°C das 
Serum inaktivieren lisst, wihrend nach 30 Minuten langem Erhitzen bei 
45°C das Serum wenn auch schwach, noch Hiimolyse auf die Kaninchen- 


erythrozyten ausiibt. 
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Tabelle 17. 





Hiimolyse durch Sera, erhitzt 


Reagenzréhrchen Verdiinnung d. Serums “bei 45°C, bei 50°C, | bei 56°C, 





30 M. 30 M. 30 M 
r 
1 1: 1 + _ ~ 
2 1: 2 8 | - _ 
3 1: 4 | _ _ _ 
4 1: § | _ -- ~ 
5 1:16 _ — } - 


Inaktiviertes Serum wurde niemals durch Zusatz von 10 fach ver- 
diinntem Kaninchen- oder Meerschweinchenserum wieder aktiv. 
3. Nachweis des Komplementes durch Kiiltetrennung. 


Wie schon berichtet, erzielte Amako Nachweis der komplexen 
Struktur der hiimolytischen Komponenten des Krétenserums durch Be- 
handlung bei O°C. Deshalb verfuhr ich nach der Methode von Amako. 


Tabelle 18. 








Reagenz- 0°C NaCl- 0°c 0°C 5% | Hiimolyse nach 
réhrchen Lésung Krétenserum Kan. Erythr. | 18t. bei 0°C 
1 0,7 0,3 0,5 + 

3 0,9 0,1 . _ 
3 0,95 0,05 z “ 
4 0,97 0,03 am 
5 0,99 0,01 | i } _ 
Kontrolle 1,0 _ ” oa 


Schnelles Zentrifugieren von Nr. 2, 3, 4 und 5, nach Stehenlassen 
bei O°C 1 Stunde lang ; oben stehende Fliissigkeit mit Pipette abgesaugt 
und in andere Reagenzgliischen gebracht ; Bcdensatz mit O°C abgekiihlter 
Kochsalzlésung 3 mal gewaschen und darauf mit 0,5 cem physiologischer 


Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 


Tabelle 19. 








Nr 2 3 3 4 
Behand. Serum 0,75 
I Behand. Erythrozyten 0,25 + , 
Il Behand. Serum 0,75 oe ond =< “a 
Nicht beh. Erythrozyten 0,25 
Ill NaCl-Lésung 0,75 & re po pal 


Behand. Erythrozyten 0,25 
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Aus dieser Tabelle kann man schliessen, dass die hiimolytische Sub- 
stanz des Krétenserums an zwei Komponenten gebunden ist. Die eine 
verbindet sich bei O°C mit den roten Blutkérperchen des Kaninchens, der 
andere Teil bleibt in der dariiberstehenden Fliissigkeit und tritt erst in 
Hiimolyse, wenn diese zwei Komponenten gleichzeitig auf die Kaninchen- 
erythrozyten wirken. 

Ein in der driiberstehenden Fliissigkeit erhalten gebliebener Teil war 
als Komplement zwar wirksam, aber nicht so stark wie bei dem auf 
gleiche Weise behandelten Warmbliiterserum. 


4. Spaltung des Krétenserums in Albumin und Globulin 
durch Kohlensiiure und kaolinisiertes Serum. 


_ 


Es wurde versucht, Krétenserum durch Einleitung von Kohlensiiure 
nach Liefmann zu spalten. Das so erhaltene Albumin und Globulin, 
was beim Warmbliiterserum dem End- und Mittelstiick des Komplementes 
entspricht, wurden einzeln und zusammen auf ihre hiimolytische Kraft 
untersucht. Andererseits wurde das Krétenserum mit Kaolin behandelt. 
Kaolin entzieht nach Kumagai und Ito dem Warmbliiterserum das 
Endstiick des Hammelkaninchenhiimolysin komplettierenden Komple- 
mentes. Nach denselben Autoren entzieht Kaolin dem Komplement 
gegeniiber dem Kiilteautohiimolysin das Mittelstiick, wiihrend es auf das 
Endstiick keinen Einfluss ausiibt. Den gespaltenen Teil des Krétenserums 


liessen wir auf kaolinisiertes Serum wirken. 


Versuch. 


3 cem Krétenserum 10 fach mit destilliertem Wasser verdiinnt, 15 Minuten lang Koh- 
lensiiure eingeleitet. Das abzentrifugierte Sediment wurde 3 mal mit Aq. destill. gewaschen 
und in 3 ccm 0,859¢ NaCl-Lésung gelist. Die driiberstehende Fliissigkeit bis auf 3 cem ver- 
dunstet. 

596 Erythrozytenaufschwemmung 0,5 ccm + die zu priifende Fliissigkeit 0,5 ccm. 

5cem Krétenserum mit 1 g Kaolin (M erck) versetzt, durchgeschiittelt, im Brutschrank 3 
Stunden lang stehen gelassen, darauf bei 2000 Touren Zentrifuge 1 Stunde abzentrifugiert. 


Wie man aus der Tabelle ersieht, ist das Krétenserum ziemlich gut 
in Mittel- und Endstiick gespalten. Kaolinsiertes Serum wirkt nicht 
mehr himolytisch ; mit dem Endstiick zusammen wirkt es ebenso gut wie 
das Endstiick allein, mit Mittelstiick zusammen ist es sehr wirksam, 
wiihrend die beiden fiir sich allein nicht im geringsten hiimolytisch wirken. 
Beim Krétenserum ist also durch Kaolin das Mittelstiick absorbiert 


worden. 
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Tabelle 20. 











‘ | | ° | ow . 
ig = | Globulin- | Albumin- | Globulin | Kaolin- enoan Rookie Natives 
kK = | teil | teil |+Albumin| serum | Globulin Albumin Serum 
| 
is 3 ~ / } / _ / / ++ 
lI: 3 — + ++ — ++ + 4+ 
= © _ & + -- + + + 
1: 8 ~ _ + - os ~ + 
1: 16 _ _ | + -- _ axe + 
1: 32 _ ~ a - “ “s = 
1: 64 - - | - - | - —_ | - 
1:128} — ~ - ~ - - ~ 
1: 256 | — - | = - - - 


5. Mit HCl oder Kolloidaleisenoxyd behandeltes Serum. 


(A) 1,0 ccm Krétenserum + 1,0 ccm NaCl-Lésung + 1,0 ccm Kolloidaleisenoxyd, 
gut geschiittelt und enteiweisst; nach dem Zentrifugieren hat das driiberstehende Serum 
bereits keine Eiweissreaktion mit 20% Sulfosalizylsiiure mehr ergeben. 

(B) 1,0 ccm Krétenserum mit 1,0 cem von N/10 HCl 30 Minuten lang bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen ; darauf 1,0 cem N/10 HONa und 0,01 g NaCl-Pulver zugesetzt, 


dadurch neutralisiert und isotonisch gemacht. 


Tabelle 21. 





Hiimx lyse 








Reagenzgliischen| Verdiinnung d. Serums Nl a NaCl 
A | B Serum. | Lés. 

1 i: 3 ~ - | ++ | we 

2 1: 6 — _ | ++ | -- 

3 1:12 - ~ | >a se 

4 1:2 _ _ + = 

5 1:48 _ - | 8 } - 


(II) ‘Einfluss des Krétenserums auf den 
iiberlebenden Kaninchendinndarm. 


Die Wirkung des Krétenserums auf den Kanichendarm ist noch nicht 
untersucht worden. Da ich mit der Untersuchungsreihe der Wirkung des 
Aalserums auf den Kaninchendarm positive Ergebnisse erzielte, insofern 
ich es sehr wirksam fand, so ist es wohl angebracht, zu untersuchen, in 
welcher Weise das Krétenserum auf den Kaninchendarm wirkt und was 
von dem Aalserum unterscheidbares hiimolytische Substanz enthilt. Die 
Untersuchungsmethode ist wie beim Aalserum. 
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1. Natives Serum. Fig. 18 zeigt die Wirkung des Krétenserums, 
wenn 0,5 com Krétenserum einem in 
50cem Tyrode’scher Lésung  sus- 
pendierten, iiberlebenden Kaninchen- 
darm zugesetzt wird. Unmittelbar 
nach dem Zusatz verkleinert sich seine 
Pendelbewegung, kurz darauf verstirkt 
sie sich, und sein Tonus nimmt gleich- 
zitig mehr oder minder zu. Aber 
bei Auswaschen mit physiologischer 





Kochsalzlésung trat die Darmbewegung 
wieder so lebhaft wie vorher ein und Fig. 18. 
reagierte sogar auf das zum zweiten ee a a ee 
Mal zugesetzte Krétenserum gut. Krotenserums, 

Zuweilen wurde die Darmbewegung nach dem Kroétenserumzusatz an- 
geregt und seine Pendelbewegung verstiirkt, ohne Vermehrung des Tonus. 

Mitunter sieht man unter zahlreichen Versuchsreihen keine Wirkung 
des Krétenserums. 

2. Erhitztes Serum. Wiihrend inaktiviertes Aalserum keinen Ein- 
fluss auf den iiberlebenden Kaninchendarm ausiibt, wirkt inaktives 
Krétenserum so gut wie aktives auf ihn. 

Krétenserum iibt auf den Darm genau dieselbe Wirkung aus, ganz 
gleich, ob es aktiv ist, bei 45°C 30 Minuten oder bei 56°C 30 Min. lang 
erhitzt wird. Dies muss hier besonders betont werden. Hiufig sieht man 
eine stiirkere Wirkung inaktivierten Serums als aktiven Serums (Fig. 19). 





Fig. 19. 


1. Pfeil: Zusatz von 0,5 ccm des unverdiinnten, bei 45°C erhitzten Krétenserums. 
2. Pfeil: Zusatz yon 0,5 ccm des unverdiinnten, bei 50°C erhitzten Krétenserums. 
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3. Kaolinisiertes Serum. Kaolinisiertes Krétenserum beeinflusst 
den Kaninchendarm fast genau so wie normales, allerdings sehr schwach. 

4. Mit HCl behandeltes Serum. Ich behandelte das Serum wie 
beim hiimolytischen Versuche. Mit HCl behandeltes Serum entfaltet 
einen geringen Einfluss auf den Darm. 

5. Mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweisstes Serum. Dieses 
Serum verliert seine Wirkung auf den Darm. 

6. Durch Kohlensiure-Einleitung behandeltes Serum. Der Albu- 
minteil des Serums, welcher durch Einleitung von Kohlensiiure vom 
Globulinteile gespalten war, wirkte auf den isolierten Darm des Kaninchens 
wie natives Serum. 

Im Gegensatz dazu zeigte der Globulinteil keinen Einfluss. 


Zusammenfassung. 


(1) Die himolytische Kraft des Krétenserums ist weit schwiicher 
als die des Aalserums. 

(2) Krétenserum wird durch halbstiindiges Erhitzen bei 50°C 
inaktiviert und durch Kaninchen- und Meerschweinchenserum nicht reak- 
tiviert. 

(3) Die hiimolytische Substanz des Krétenserums besteht aus zwei 
Komponenten, die wahrscheinlich dem Ambozeptor und Komplement des 
Warmbliiters entsprechen. 

(4) Das Komplement des Krétenserums kann in Mittel- und End- 
stiick gespalten werden. 

(5) Kaolin entzieht dem Kroétenserum das Mittelstiick. 

(6) Krétenserum iibt eine reizende Wirkung auf den isolierten 
Kaninchendarm aus, die aber sehr schwach im Vergleich mit der des Aal- 
serums ist, und nach dem Abklingen dieser Wirkung erholt sich die Darm- 
bewegung vollkommen. 

(7) Abgeschen von dem Serum, welches vollkommen vom Serumei- 
weiss cder wenigstens vom Albumin befreit ist, erhiilt das Serum auf alle 
Fiille eine Reizwirkung gegeniiber der Darmbewegung, wie das beim nor- 


malen Serum der Fall ist. 


Alligatorschildkrétenserum. 
(Serum von Trionyx japonica T. & 8.) 


Der Alligatorschildkréte wird der Hals abgeschnitten; das Blut triiu- 


felt in ein Spitzglas und wird abzentrifugiert. 
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(1) Hiamolyse des aktiven, erhitzten und kaolinisierten Serums. 


Tabelle 22. 








> oe Hiimolyse durch Sera, erhitzt bei 

ee | Verdiinnung net |—_—_—__— - ——| Kaol. 
eeneenen | Serum | 35°C, 3 | 50°C, 30° | 56°C, 37 | Serum 

1 iz: 3 | +++ ++ oe a 8 

2 1: 3 +++ + — _ 

3 i < +++ - - — 

4 1: 8 ++ ‘ _ - nm 

5 Ss a ee = - a ~ 

6 1:32 | 5 = - = - 

7 1: 64 , a os “ sa 

8 1: 128 - _ - _ - 

9 1: 256 as “- , in 7 o 

10 1:512 - | - | «= - ~ 

Kontrolle NaCl-Lésung | —_ _ ~_ - - 


Die hiimolytische Kraft des aktiven Serums ist schwach. Dieses 
Serum wird durch halbstiindiges Erhitzen bei 50°C inaktiviert. Auch 
kaolinisiertes Serum verliert seine himolytische Eigenschaft fast voll- 
stiindig. 

(2) Versuch iiber Zerlegung des Komplementes des Serums durch 


Behandlung bei 0°C. 


Tabelle 23. 





Reagenz- ‘ or Kochsalzlés. | Erythrozyt. Hiimolyse 
gliischen Serum (0°C) (0°C) | aufschwemm. bei 0°C, 1 St. 
. 0,5 0,5 0,5 b+ 
2 | 0,3 0,7 | 0,5 ++ 
3 0,1 0,9 0,5 a 
4 | 0,05 0,95 0,5 _ 
5 0,03 0,97 0,5 es 


Die Roéhrchen 3, 4 und 5 werden méglichst schnell abzentrifugiert, 
die oben stehende Fliissigkeit wird in andere Reagenzrdhrchen gegossen ; 
die Bodensiitze werden mit bei 0°C abgekiihlter physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschen. Versetzen der Bodensiitze und der neuen unbehandelten 
Erythrozyten mit behandeltem und unbehandeltem Serum und NaCl- 
Lisung. 

Dass man durch Behandlung bei 0°C auf diese Weise das Komple- 
ment gut zerlegen kann, ersicht man aus folgender Tabelle. 
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Tabelle 24. 





Hiimolyse 
3 4 5 
Behand. Serum 0,75 Be = 
I Behand. Erythrozyten 0,25 7 * | 
Il Behand. Serum 0,75 a m0 - 
Normale Erythrozyten 0,25 
III NaCl-Lésung 0,75 . | = _ 
Behand. Erythrozyten 0,25 | ; 


(3) Wirkung des Alligatorschildkrétenserums auf den Kaninchen- 


darm. 





Fig. 20. 
Zusatz von 0,5 ccm des unverdiinnten 
Alligatorschildkrétenserums. 





Zusatz von 0,5 ccm des unverdiinnten bei 56°C 
erhitzten Alligatorschildkrétenserums. 











- 
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Sowohl aktives wie auch inaktiviertes Serum haben fast keine Wir- 
kung auf das Darmstiick (Fig. 20 u. 21). 


Zusammenfassung. 


(1) Das Serum hat eine schwach hiimolytische Wirkung auf die 
roten Blutkérperchen des Kaninchens. Es wird durch Erhitzen bei 50°C 
inaktiviert. 

(2) Durch Behandlung bei 0°C gelingt es, wenn auch schwer, das 
Komplement und den Ambozeptor zu spalten. 

(3) Die Wirkung auf das Kaninchendarmstiick ist fast gleich der 
des Kroétenserums. 


Karpfenserum. 
(Serum von Cyprinus carpio L.) 


Methode der Blutentnahme. Das Herz des Fisches wird blossgelegt, 
unmittelbar mit einer Nadel punktiert und das Blut abzentrifugiert. 


(1) Hiimolyse. 


Das hiimolytische Vermégen des Karpfenserums auf Kaninchenery- 
throzyten wurde wie beim Aal- und Krétenserum gepriift. 


Tabelle 25. 





Hiimolyse durch Sera, erhitzt bei Mit HC) 








Reagenz- Verdiinnung Akt. ride tal 
gliischen des Serums Serum | 45°C, | 50°C, | 56°C, be — Ites 
30 Min. | 30 Min. | 30 Min. | ° — 
on i) Se an oe 

1 i 63 b+ ++ | - - 

2 | 1 2 rT? TT =_ _ 

3 ss = ++ + | | 

4 i: §& . + - | - - 

5 1: 16 + + - 

6 1: 32 + - [_- | = 

7 1: 64 - | - “ . 

8 1; 128 - -- - - - 

9 — me * | va | a 

10 1: 512 = —_ _ = ‘es 
Kontrolle NaCl-Lésung | - - _ - - 





Das himolytische Vermégen des Karpfenserums ist schwach, wie die 
Tabelle zeigt. 

Durch Erhitzen bei 50°C, 30 Min. lang, und durch Behandlung mit 
HCl wird es vollig inaktiviert. 
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(2) Versuch, das Karpfenserum durch Behandlung 


bei O°C zu zerlegen. 


Es wurde nach der vielfach erwihnten Vorschrift ausgefiihrt ; das 
Resultat sei tabellarisch angefiihrt. 


Tabelle 26. 





Reagenz- 
gliischen 


S orm 62 8S 








: © nom NaCl-Lés. | Erythrozyten- Himolyse 
Serum bei 0°C bei 0°C | aufschwemmung | bei 0°C 1 St. 
0,5 0,5 0,5 ++ 
0,3 0,7 ‘ | + 
0,1 0,9 = - 

0,05 0,95 | ” wre 
0,03 0,97 = — 

0,01 0,99 4 ‘ 





Darauf wie andere Sera behandelt. 


Tabelle 27. 














Hiimolyse 
3 42 * 0 hae 

| 

I 3ehand. Serum 0,75 . = = 
Behand. Erythrozyten 0,25 - 4 

Il Behand. Serum 0,75 of 7 = = 
Normale Erythrozyten 0,25 

III NaCl-Lésung 0,75 . r a a 
Behand. Erythrozyten 0,25 


Durch Kilte kann man die Zerlegung des Serums in Ambozeptor und 
‘ 


Komplement gut erreichen. 


(3) 


Der Darm wird wenig und unregelmiissig durch Kapfenserum gereizt. 
Das Serum, welches bei 50°C, 56°C erhitzt oder mit HCl behandelt ist, 
iibt einen reizenden Einfluss auf den Darm aus, welcher gerade wie beim 


aktiven Serum ist (Fig. 22 u. 23). 


Wirkung des Karpfenserums auf den isolierten, 
iiberlebenden Kaninchendarm. 
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Fig. 22. 


Zusatz von 0,5 ccm des inaktivierten Karpfenserums. 





Fig. 23. 


Zusatz von 0,5 ccm des aktiven Karpfenserums. 


Zusammenfassung. 


(1) Karpfenserum hat schwach himolytische Wirkung auf die roten 
Blutkérperchen des Kaninchens. 

(2) Durch Behandlung bei 0°C kann man Komplement und Ambo- 
zeptor nachweisen. 

(3) Auf den Darm hat es reizenden Einfluss wie Krétenserum. 


Welsserum. 


(Serum von Parasilurus asotus L.) 


Uber Welsserum teilte H. Nagaoka™ seine systematischen Unter- 
suchungen mit. Der Schluss seiner Arbcit ist, dass Welsserum nur 
Himolysin, aber kein Nervengift enthilt und dass Hiimolysin einheitlich 
und keiner komplexen Struktur ist, da seine himolytische Kraft mit seiner 


Giftigkeit iibereinstimmt. 














518 Y. Mitomo 


Das Resultat meiner Untersuchung steht aber im Gegensatz zu seiner 
Angabe. So seien hier die wichtigsten Tatsachen kurz mitgeteilt. 


(1) Himolytische Wirkung auf die roten 
Blutzellen des Kaninchens. 


1. Aktives Serum. 


Versuchsanordnung wie sonst. 


Tabelle 28. 








Reagenzgliischen Verdiinnung des Serums Himolyse 
1: 1 +++ 
2 1 2 | + ++ 
3 1: 4 +++ 
4 1: 8 | ++ 
5 1: 16 + 
6 1: 32 | + 
7 1: 64 | 8 
8 1: 128 _ 
‘ 1; 256 | - 
10 1:512 _ 
Kontrolle NaCl-Lésung - 


2. Inaktivierung und Reaktivierung. 


Nach H. Nagaoka wird das Serum durch halbstiindiges Erhitzen 
bei 53°C inaktiviert und durch Zusatz von Meerschweinchenserum oder 
50-fach verdiinntem Welsserum nicht reaktiviert. 

Wie man aus der Tabelle sieht, wird es nach meiner Untersuchung 
schon durch Erhitzen bei 50°C, 30 Min. inaktiviert. 0,5 cem des Serums 
+ 0,5 cem 5 %iger Blutzellenaufschwemmung, im Wasserbad 30 Min. 


Tabelle 29. 








| Hiimolyse durch Serum, erhitzt bei 








Reagenzgliischen Verdiinnung | 
45°C, 30 M. | 50°C, 30 M. | 56°C, 30 M. 
1 ++ - _ 
2 1: 2 ++ | = - 
3 1: 4 s | ~ - 
4 | 1: 8 — | - } - 
5 1:16 =, | on at 


Setzte man jedem Reagenzgliischen auch je 0,5 cem 10 fach verdiinnten 














Die hiimolytische Wirkung des Kaltbliiterserums 519 


Meerschweinchenserums oder 50 fach verdiinnten Welsserums zu, so trat 
doch niemals Reaktivierung ein. 


3. Versuch der Zerlegung des Serums durch 


Behandlung bei 0°C. 


Wir fiihrten diesen Versuch nach A mako wie bei den anderen Ver- 
suchen aus. Das Resultat sei tabellarisch angefiihrt. 


Tabelle 30, 








Reagenz- | og. or ~ACTTiic (0°Ct 5% rote |  Hiimolyse 
gliischen | Serum (0°C) NaCh-Lés. (0°C) Blutzellen (0°C) | bei 0°C 1st. 
1 | 0,5 0,5 | 0,5 + +4 
2 0,3 0,7 | 0,5 | 4 
3 0,1 0,9 0,5 ve 
4 0,05 0,95 | 0,5 ~ 
5 | 0,03 0,97 | 0,5 - 
6 0,01 0,99 0,5 - 


Tabelle 31. 











Hiimolyse 
J 4 | 5 6 
I Behand. Serum 0,75 « * 7 
Behand. Erythrozyten 0,25 . 
II Behand. Serum 0,75 ai > = = 
Normal. Erythrozyten 0,25 
III NaCl-Lésung 0,75 “ i 7 
Behand. Erythrozyten 0,25 


Das Resultat deutet darauf hin, dass das Komplement gespalten ist. 


4. Kohlensiiurefallung. 


Nachweis des Komplements durch die Methode der Kohlensiiure- 
fillung nach Liefmann misslungen. 


5. Kaolinisiertes Serum. 


Kaolinisiertes Serum verliert seine himolytische Eigenschaft voll- 
stindig. Dabei ist das Komplement wahrscheinlich absorbiert worden, 
da das Komplement des Serums bereits nachgewiesen ist. 
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6. Getrocknetes Serum. 


Tabelle 32. 











Reagenzréhrchen | Verdiinnung Himolyse 
wR aes Eien ! 
I | a3 § | ++ + 
2 1: 2 +44 
3 1: 4 ++ + 
4 i: § ++ 
5 1:16 -- 
6 1:32 _ 
7 1:64 - 


Das Serum im Faust’schen Apparat getrocknet und mit Aq. destill. 
bis zur urspriinglichen Menge versetzt. Dieses getrocknete Serum rief bei 
8 facher Verdiinnung eine starke Hiimolyse hervor und hérte bei 16 facher 


Verdiinnung plétzlich auf. 


7. Mit HCl behandeltes Serum. 


Mit HCl wie andere Sera behandeltes Serum rief keine Hiimolyse 


hervor. 


(Il) Wirkung des Welsserums auf den isolierten, 


iiberlebenden Kaninchendiinndarm. 


Aktives sowie inaktives Serum haben keine reizende Wirkung auf den 
Darm wie die Sera, welche komplexe Struktur haben. Manchmal trat 
ganz unregelmiissig schwache reizende Wirkung auf, und der Einfluss 
aktiven, inaktiven, kaolinisierten oder mit Salzsiiure behandelten Serums 


‘ 


ist derselbe. 


Schmerleserum. 


(Serum von Misgurnus anguillicaudatus (Cantor) ). 


Die Schmerlen wurden geképft; das triiufelnde Blut wurde im Spitz- 
glas gesammelt und darauf gut zentrifugiert. 

Das Serum selbst ist mehr oder minder durch Himolyse ritlich ge- 
firbt, was beim Experiment sehr stérend wirkte. 
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(1) Hiimolyse aktiver, erhitzter, kaolinisierter, getrockneter 
und auch mit HCl behandelter Sera. 


Tabelle 33. 






































Reagenzréhrchen Verdiinnung |  Hiimolyse, aktives Serum 
1 is. J +44 
2 I: 3 | +++ 
3 1: 4 +++ 
4 i: 8 +++ 
5 1: 16 | +++ 
6 1: 3 ++ 
7 1: 64 ++ 
8 | 1: 128 + 
9 1: 256 — 
10 1: 512 | = 
Kontrolle NaCl-Lésung - 
Tabelle 34. 
™ . Hiimolyse durch erhitzte Sera bei | —_ 7” ei 
agenz- er- —— —_—_—_—_—- ——, Kaolin- I- | Trock. 
réhrchen | diinnnng | 45°C, | 50°C, | 56°C, | Serum | Serum | Serum 
30 M. | 30M. | 30M. | 
1 1: 5 8 - | — | ++ —- | +++ 
2 i; » - = | - + _ ++ 
3 1: 2 _- — — | s ++ 
4 1: 40 - _ | _ —_ | = TT 
5 1: 80 ws a ae ee, - 
6 1: 160 - ~ - | « . - 
7 1: 320 =m ® “ a - _ 
8 1:640 | — _ - | - - - 





Kontrolle | NaCl-Lésung | - - — _ 

Das hiimolytische Vermégen des normalen Schmerleserumis ist miissig 
stark. Dieses Vermégen wird durch Erhitzen bei 50°C, 30 Min., durch 
Behandlung mit Kaolin und HCl abgeschwiicht oder aufgehoben, wiihrend 
das getrocknete sie beibehiilt. 


(2) Zerlegung des Serums durch Behandlung bei 0°C. 


Versuchsanordnung wie iiblich. 


Tabelle 35. 














Reagenz- | g or NaCl-Lés. | Erythrozyten- Himolyse 
gliischen Serum (0°C) (0°C) aufschwemmung 1 St. bei 0°C 
] 0,3 0,7 0,5 + 
2 0,1 0,9 0,5 A 
3 0,05 0,95 0,5 - 


0,03 


0,5 
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Tabelle 36. 





Hiimolyse 
2 3 5 


I 3ehand. Serum 0,75 mi 
Behand. Erythrozyten 0,25 
II Behand. Serum 0,75 ‘ ; 
Normal. Erythrozyten 0,25 
III NaCl-Lis. 0,75 . me 
Behand. Erythrozyten 0,25 


Trotz betriichtlicher Schwierigkeiten fiihrten wiederholte Unter- 
suchungen zum erwarteten Resultate—Spaltung des Komplementes. 








Fig. 24. 


Zusatz yon 0,5 cem des unverdiinnten Schmerleserums. 





Fig. 25. 
Zusatz von 0,5 cem des 5 fach verdiinnten, auf 50°C 
30’ erhitzten Schmerleserums. 
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(3) Wirkung des Schmerleserums 
auf den Kaninchendarm. 


Schmerleserum iibt auf den 
isolierten iiberlebenden Kaninchen- 
darm einen sehr geringen und un- 


gleichmiissigen Einfluss aus, gleich- 





viel, ob es aktiv oder inaktiv oder 


7 =e .. xs ‘ or 92 
kaolinisiert ist (Fig. 24, 25 u. 26). ‘3 


‘ig. 26. 


Zusatz yon 0,5 cem des 5 fach verdiinn- 
ten, kaolinisierten Schmerleserums. 


Neunaugenserum. 


(Serum von Entosphenus japonicus (Martens)). 


Das Studium iiber das Hiimolysin des Neunauges, welches den nied- 
rigsten Platz unter den Wirbeltieren einnimmt und an Form dem Aal iihn- 
lich ist, dirfte sehr interessant sein. 

Dieses Serum wurde mir durch meinen Freund, Herrn Dr. Kiyoji 
Koike in der Provinz Niigata, giitigst geschickt, wofiir ich ihm sehr 
dankbar bin. Das Serum war schon mehr oder minder stark hiimolysiert, 


was sich bei verschiedenen Versuchen als sehr stérend erwies. 


(1) Versuch der Hiimolyse. 
Tabelle 37. 





Hiimolyse durch 





Sera erhitzt bei 
\Nativ. Serum|———— —_——— 
50°C, 30 M. 56°C, 30 M. 


Reagenzgliischen Verdiinnung 

















= bo 





| 
1 | ++ | 8 | — 
2 l ++ | 8 - 
3 1 8 ++ _ | ie 
4 I 16 + | ~ — 
5 1: 32 rs a | = 
6 1: 64 + - " 
7 1: 128 | . pe ~ 
8 1: 256 . - - 
9 1: 512 - _ _ 
10 1: 1024 | _ _ | _ 
Kontrolle NaCl-Lésung — - - 
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Tabelle 38. 
Reagenzgliischen | Verdiinnung Kaolin-Serum HCl-Serum 
1 1s 10 + - 
2 1: 20 8 - 
3 1: 40 | - _ 
4 1: 80 — has 
5 1: 160 - - 
6 1: 320 — _ 
Kontrolle | NaCl-Lisung - - 


Das hiimolytische Vermégen des Neunauges erreicht 100 bis 250 fache 
Verdiinnung und wird inaktiviert, wenn es bei 56°C 30 Min. lang erhitzt 
wird. Kaolinisiertes Serum behilt schwach hiimolytische Kraft. Mit 
HC! behandeltes Serum verliert sie. 


(2) Versuch, durch Behandlung bei 0°C das Serum zu zerlegen. 
Versuchsanordnung wie sonst. 


Tabelle 39. 














ee Serum NaCl-Lis. | 5% Erythr- | Hiimolyse 
Ste sii ati (0°C) (0°C) aufschwemm. (0°C) | bei 0°C 1 St. 
I 0,5 0,3 0,5 + 
2 0,3 05 | 0,5 | 5 
3 0,1 0,7 0,5 s 
4 0,05 0,75 0,5 - 
Tabelle 40. 
Hiimolyse 
i --# 2 3 4 
Behand. Seru 0,65 | 
}ehand. Serum 65 
I Behand. Erythrozyten 0,25 ind + | P . 
Behand. Serum 0,65 | | _ 
II Normale Erythrozyen 0,25 ? , 
NaCl-Lés. 0,65 " f . _ 
Til Behand. Erythrozyen 0,25 | 7 + | . 
| 








Das mehr oder minder stark hiimolytische Neunaugenserum bereitete 
uns, wie schon erwiihnt, grosse Schwierigkeiten bei dieser Untersuchung. 
Die Differenzen in der Hiimolyse zwischen I und ITI sind sebr gering 


trotz wiederholter Untersuchungen. 
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(3) Wirkung des Neunaugenserums auf den Kaninchendarm. 


Die Wirkung des verschiedentlich behandelten Neuaugenserums ist 
schwach und unregelmiissig, wie die der anderen Sera mit komplexem 
Himolysin. 


Wirkung des Immunhimolysins des Warmbliiters auf 
den isolierten, iiberlebenden Kaninchendarm. 


Nachdem die hiimolytischen Sera der Kaltbliiter auf den isolierten 
iiberlebenden Kaninchendarm gepriift worden waren, priiften wir zur 
Kontrolle das Immunhiimolysin des Warmbliiters, welches bekanntlich 
kémplexe Struktur im Sinne Ehrlich’s hat. Dazu benutzten wir mit 
Kaninchenerythrozyten immunisiertes Meerschweinchenserum. 

3 Meerschweinchen wurde 0,5-3 ccm Kaninchenerythrozyten im 
Intervall von 7 Tagen intraperitoneal eingespritzt. Das Immunserum 
wurde 12 Tage nach der letzten Injektion durch Herzpunktion gewonnen. 

0,5 ccm absteigend verdiinntes, inaktives Immunmeerschweinchen- 
serum mit 0,5cem 5%iger Kaninchenerythrozytenaufschwemmung und 
0,5eem 10 fach verdiinnten Meerschweinchenserums als Komplement ver- 
setzt ; im Wasserbad 30 Min. 


Tabelle 41. 





Kontrolle 

Reagenzgliischen Verdiinnung des Serums | Hiimolyse (Normalmeer- 
schweinchenserum) 
| 





| 





1 | 1 1 +++ a 
2 lI: 2 +++ + 
3 } ] 4 | +++ s 
4 1 8 +++ - 
5 1: 16 ++ - 
6 a | ++ - 
7 1: 64 ++ _ 
8 1: 128 + - 
+] 1: 256 } + — 
10 1: 512 5 . 
11 1: 1024 - - 
12 1: 2048 ~ - 
Kontrolle NaCl-Lésung — - 


Wie man aus den folgenden Kurven sieht, kann man keine Differenz 
in der Wirkung zwischen aktiven und inaktiven Sera und auch sogar 
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zwischen diesem Serum und dem Normalmeerschweinchenserum wahr- 
nehmen (Fig. 27 u. 28). 





Fig. 27, Fig. 28, 
Zusatz yon 0,5 cem des mit Kanincheneryth- Zusatz von 0,5 cem des normalen 
rozyten behandelten Meerschweinchense- Meerschweinchenserums. 


rums. 1. Pfeil aktiv, 2. Pfeil inaktiv. 


Dann fiihrte ich noch Versuche iiber das mit Kaninchenerythrozyten 


immunisierte Hundeserum aus und erlangte ganz gleiche Resultate. 


Ubersehen wir die Ergebnisse der mitgeteilten Versuche, so fillt es 
auf, dass hiimolytisches Serum, wie das Serum des Aals und Meeraals, 
welches in Ambozeptor und Komplement nicht gespalten werden kann, 
auf den isolierten iiberlebenden Darm in sehr starker Verdiinnung toxisch 
wirkt, wiihrend dasjenige Serum, welches komplexer Natur ist, sehr wenig 
wirksam ist. Selbst hochwertiges Immunserum war gar nicht wirksamer 
als normales Serum. Letzteres wirkt nur so schwach wie einfach fremdes 
Eiweiss. Ferner sieht man, dass eine minimale Dose himotoxischen 
Serums, die noch auf die roten Blutzellen himolytisch wirkt, mit der auf 
die isolierten Organe wirksamen Menge iibereinstimmt. Und die himo- 
lytische Wirkung der zerlegten Fraktion des Serums stimmt mit der auf 
den Darm wirksamen Fraktion iibereip. Dass der Angriffspunkt des 
hiimotoxischen Serums auf den Darm der glatte Muskel selbst ist, steht 
auch damit im Einklang, dass bei der Hiimolyse der Angriffspunkt ohne 
weiteres die Blutzellen sind. Deshalb kann man die Wirkung gewisser 
hiimolytischer Gifte auf die isolierten iiberlebenden Organe auf die 
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Hiimolyseversuche iibertragen, und umgekehrt auch. Zum Beispiel kann 
man die Frage, ob ein hiimolytisch wirkendes Serum komplexer Natur ist 
oder nicht, leicht entscheiden, wenn man das Serum auf den isolierten 


Darm priift. 
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The Response of the Vaso-Motor Centre in the Anaphylactic 
Shock and the Local Anaphylactic Reaction of 
the Peripheral Blood Vessels and the 
Autonomic and Motor Nerves. 


By 


FUSAKICHI NAKAZAWA. 
(} 7 BW Hi) 


(From the Laboratory of Prof. T. Kato’s Medical Clinic, 
Tohoku Imperial University, Sendai, Japan.) 


Though the reactions in the anaphylactic shock show some different 
features according to different species of animals, they are by no means 
essentially different in nature. The symptoms and the post-mortem find- 
ings of the shock suggest that the main anaphylactic symptoms lie in the 
respiratory and circulatory disturbances. This respiratory disturbance is 
caused according to Auer and Lewis” by the inflation of the lungs, due 
to the tetanic convulsion of the bronchial muscle, a view, which has been 
supported by Biedl and Kraus,” Anderson and Schultz,” Schultz 
and Jordan,” who observed the valve-like closure of the bronchioli in 
the anaphylactic shock. ‘This opinion seems to be now generally accepted. 
The first of the circulatory disorders is, as Friedberger and Hartoch,” 
Braun,” Biedl and Kraus, Schultz” and others have observed, the 
lowering of the blood pressure, which was accepted as a main symptom of 
the anaphylactic shock by some authors. Biedl and Kraus believe that 
the sudden fall of blood pressure, causing the anaemia of the brain, is suf- 


ficient to explain all anaphylactic reactions. 
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Now the question arises : what is the direct cause of this circulatory 
disorder, i.e. the lowering of blood pressure? ‘That the heart is not guilty 
of it, has been ascertained by Biedl and Kraus, Auer and Lewis, 
Gley and Pachon,® Lannoy,” Yukawa,” inasmuch as, after respira- 
tion ceases and when the blood pressure is markedly lowered in shock, the 
heart-beat continues regularly for a while, a fact I have also often observed 
in my experiments of anaphylactic shock. The blood pressure is lowered 
when the resistance of the circulatory system is reduced by the dilation of 
the peripheral blood vessels or by the paralysis of the vaso-motor centre, 
or when the equilibrium of the general circulation is broken by the vascular 
disturbance of some of the organs, like the lungs and the liver, which may 
have a direct effect on the heart. Arthus™ suggests that there is a 
dilation of the blood vessels in the splanchnic area in the anaphylaxis, an 
opinion, which is supported by Bied1 and Kraus, who demonstrated that 
the fall of the blood pressure was prevented by the pressure on the abdomen, 
but not by an adrenaline injection, while, on the contrary, Schultz” has 
observed a contraction in the perfusion of the systemic vessels of sensitized 
animals, and Mautner and Pick™ also obtained vaso-constriction of the 
splanchnic area, thus conceiving that the fall of blood pressure is to be at- 
tributed to the circulatory disturbance of the liver and the lungs, and not 
to the vaso-dilation of the splanchnic area. 

Dale and Laidlow™ observed also vaso-constriction in the local 
anaphylactic test of the splarichnic vessels, perfusing them in vitro, while 
on the other hand they proved oncometrically the vaso-dilator reaction of 
the same vessels in vivo in the real anaphylactic shock. In order to explain 
this divergence, they supposed the existence of a “ paradoxical vaso-dilatator 
substance.” Recently, according to the careful investigation of Yukawa, 
the vaso-dilation of the splanchnic area observed by Dale, appears to be 
attributable to the passive congestion due to earlier or greater vascular 
contraction of some other region, but not to active vaso-dilation. In 
view of the fact that vaso-constriction has always taken place in all 
visceral vessels in general circulation as well as in perfusion, he believes 
that the lowering of blood pressure should be attributed to the contraction 


8) Gley and Pachon, Compt. Rend. Soe. d. Biol., 1912, 72, 974. 

9) Lannoy, Ibid., 19}2, 72, 403. 

10) Yukawa, Keio-Igaku-Zashi, 1922, 2, 657 (Jap.). 

11) Arthus, Compt. Rend. Soc. d. Biol., 1903, 55, 817. Tbid., 1906, 60, 1143. 
12) Mautner and Pick, Miinch. med. Wochenschr., 1915, 1141. 
13) Dale and Laidlow, Journ. Physiol., 1911, 43, 182. 
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of the bronchial muscles, causing the vascular disorder of the pulmonary 
circulation. If so, we need not feel compelled to assume the presence of 
the so-called “paradoxical vaso-dilatator substance.” 

Thus, though it is very plausible to explain the lowering of blood 
pressure through the circulatory disorder of the lungs and _ liver, still 
in order to accept this assumption, we have to prove fundamentally that the 
systemic vessels are by no means dilated and moreover that the vaso- 
motor centre never becomes paralyzed. But on the other hand, Arnoldi 
and Leschke,” observing the vaso-dilation in the anaphylaxis of the 
frog, with scrupulous care, insist on it, that all anaphylactic symptoms are 
explained by the vaso-dilator reactions. Furthermore, from the experi- 
mental results of Klinkert,” Dold™ believes that the angioneurotic 
disturbance is enough to account for other anaphylactic phenomena. 

Reviewing these arguments, it seems to be necessary to repeat the 
experiments on this point, in order to decide whether vaso-dilation is real 
or not. 

Next the question arises: what has the vaso-motor centre to do with 
that circulatory disturbance? In Yukawa’s interessant study of vascular 
disorder of anaphylaxis, there is no description of the vaso-motor centre. 
Though the relation between anaphylaxis and the nervous centres has 
long been the subject of investigation, few studies concerning the vaso- 
motor centre have been reported. Besredka and Steinhardt” put 
forward the hypothesis of the latent lesion of the brain, supposing that all 
anaphylactic phenomena have a cerebral origin, a presumption, which was 
insisted on by Vaughan and Wheeler,” and moreover Rosenau and 
Anderson™ have reported that the brain is the first organ which is af- 
fected by anaphylatoxine. In oppesition to those arguments, Auer and 
Schultz, observing that the anaphylactic shock can be equally produced 
after the dissection of the vagus nerve and even after the destruction of 
the centre, have stated that the anaphylactic shock has no relation to the 
centre. These few reports are not sufficient to settle the question of the 
role of the vaso-motor centre in the anaphylaxis. Furthermore, the in- 
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vestigations of Schlecht and Weiland,” and Hashimoto™ suggest 
that several sorts of central influence may happen in shock. Therefore, 
there are some authors who believe, without valid evidence, that the 
paralysis of the vaso-motor centre is the main cause of anaphylactic shock. 
For example, Réssle* reports that the paralysis of this centre is produced 
by the action of the “split substance” of protein and Kolle and Hetsch*” 
assert still in their text-book that the vaso-motor centre becomes paralyzed 
in anaphylactic shock. 

I have undertaken the present work, firstly to investigate accurately 
the response of the vaso-motor centre in anaphylaxis and secondarily to 
ascertain the local anaphylactic reaction of the several parts of the systemic 
vessels, because it is requisite to illustrate these two points in order to 
interpret the nature of this circulatory disturbance. 

Further, since the anaphylactic reaction is based chiefly on respiratory 
and circulatory disorders, the influence of vegetative nerves on the anaphy- 
laxis has frequently been studied. Thus, Gay and Southard” ac- 
complished an experiment, which consists in the production of respiratory 
symtoms by touching the vagus nerve (lifted from contact with its sur- 
rounding structure) of a sensitized guinea-pig, with a pledget of cotton 
soaked in antigen (horse serum), the same procedure in non-sensitized pigs 
failing to evoke any anaphylactic symptoms, while Lewit” observed that 


only the dissection of the vagus nerve could produce such anaphylactic 
symptoms. Galambos,” Hanzlik,® Nolf* and others reported that 
atropine and adrenaline have a nullifying effect on the anaphylactic shock 
and the dissection of the vagus nerve prevents the shock in the same way 


with atropine. 

However, judging from the investigations of Biedl and Kraus, and 
Auer, which show that the same anaphylactic shock can be produced after 
the dissection of the vagus nerve and even after the degeneration of its 
endings, it appears that the vagus nerve has no relation to the anaphylaxis. 
In this controversy it seems necessary to repeat those anaphylactic ex- 
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periments with vegetative nerves, especially those of Gay and Southard. 
So I experimented with sensitized animals, as to whether touching the 
vagus with antigen causes certain anaphylactic symptoms or not, and I 
also proved the change, if any at all, in the excitability of the nerves, after 
the application of antigen to them. 

As regards the excitability of the nerve in the anaphylaxis, Y ama- 
nonchi” reported a decrease of excitability of the sciatic nerve in the 
sensitized animals after the application of antigen to it, while Kling*” 
observed the increase of excitability of the motor nerve of sensitized animals. 
In anaphylactic shock, there are many hyperkinetic symptoms, which can 
simply be attributed to the secondary phenomena due to the stimulation 
of the centre, but it is not clear thereby that the excitability of the motor 
nerve has suffered no change. 

In the following paragraphs, my experiments, which were performed 
in the hope of gaining more definite information with respect to the 
functional manifestations of the reaction of anaphylactic shock in con- 
nection with the above mentioned points, are briefly recorded. 


METHOD OF EXPERIMENTS. 


My experiments were carried out with rabbits and guinea-pigs, 
sensitized with normal horse serum, which was freshly prepared from the 
slaughter house. The sensitization of the guinea-pig, weighing from 300 
to 450 grms., is very simple, 0.3 or 0.5 c.c. of horse serum being subcu- 
taneously injected. An intravenous re-injection of 0.2 c.c. of the serum, 
after an interval of two weeks is enough to elicit typical anaphylactic 
shock. Therefore, the experiments with guinea-pigs were performed with 
these doses of serum and time intervals. As it appears somewhat difficult 
to produce typical anaphylactic shock with rabbits, complicated methods 
have been prescribed by some authors as the first treatment, but according 
to the reports of Friedemann,” Pick and Yamanouchi,” Schirer 
and Strasmann,” and others, even only one or two injections, if followed 
by the second injection after a sufficient period, might induce anaphylactic 
reactions. For trial, in some young rabbits weighing 1.5 to 2 kilos, when 


30) Yamanouchi, Ann. d. l’Inst. Pasteur, 1909, 23, 577. 

31) Kling, Zeitschr. f. Immunitiitsf., 1912, 13, 1. 
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1 to 2 c.c. of horse serum was intravenously administered at an interval 
of eighteen days after the first treatment, which consisted of two or three 
subcutaneous injections of 3 c.c. serum per kilo body weight, made once 
every other day, anaphylactic reactions with typical respiratory and circu- 
latory symptoms were obtained. This procedure was adopted in my 
anaphylactic experiments with rabbits. 

In order to examine directly the response of the vaso-motor centre in 
anaphylactic shock, artificial perfusion of the kidneys of fully sensitized 
animals in situ was applied, the arterial connection being entirely severed, 
but the nervous connection being left intact. The blood vessels of the 
kidney under these conditions will only be influenced by the vaso-motor 
nervous impulse, while there will be no response from the other regions of 
the animal. For this reason, when horse serum is injected into the arti- 
ficial perfusion, it acts only on the renal vessels ; on the contrary, if in- 
jected into the general circulation, the kidney is controlled simply by the 
effect of the horse serum on the vaso-motor centre, if it have any action 
on the latter at all. Thereby, vaso-constriction indicates the stimulation 
and vaso-dilation the paralysis of the vaso-motor centre. It is clearly 
shown, in my previous investigation,” that this method is of great service 
in the study of the vaso-motor centre. In the second series of experiments, 
the kidney, intestine, brain, lungs and limbs of sensitized animals were 
perfused separately with Ringer’s solution, sometimes with defibrinated 
blood, diluted with Ringer’s solution, in order to study the local anaphy- 
lactic reactions of peripheral and visceral blood vessels. 

In the last series of experiments, the local anaphylactic response of 
the vegetative and motor nerves was examined. These nerves, on both 
sides, were exposed and lifted in ordinary position from the surrounding 
tissues, tied, divided and left for about thirty minutes, wrapped with 
cotton, wet with warmed Ringer’s solution, and the electric threshold 
stimulus was carefully estimated by means of du Bois-Reymond’s in- 
duction apparatus. Then the cotton of one side of the exposed nerves 
was replaced with other cotton, soaked with warmed horse serum 
(antigen) and after this application the threshold stimulus was repeated- 
ly measured. 

For the purpose of studying the response of the vaso-motor centre, 


rabbits were adopted, and in order to determine the local anaphylactic 


reaction of the blood vessels, rabbits and guinea-pigs were employed. The 


35) Nakazawa, Tohoku Journ. Exp. Med., 1924, 5, 185. 
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experiments of the vagus and the sympathetic nerve were performed on 
rabbits, but that of the motor nerve on guinea-pigs. 


RESULTS OF EXPERIMENTS. 


A. The Response of the Vaso-motor Centre on the 
Re-injection of Antigen. 


In the case of anaphylaxis, it may be more desirable to examine the 
influence of the vaso-motor centre on the intestinal vessels directly. But, 
since the method of experiment is very difficult and the result obtained 
rather ambiguous, the intestinal nerves in the perfusion being left intact, 
I adopted for this purpose, as above described, perfused kidney in situ, 
with nervous connection uninjured. The fully sensitized rabbit was tied 
on its back without using narcotics, a cannula was first inserted in an ex- 
ternal jugular vein in order to inject horse serum, and the carotid artery 
was prepared for measuring the blood pressure. The abdomen was open- 
ed, the rectum and the mesenteric artery were doubly ligated and divided, 
the intestines and mesentery were cut off near the mesenteric root, being 
ligated en masse. ‘The stomach and duodenum should be left out in order 


not to injure the semilunar ganglion and the other nerve fibres supplying 


the kidney. Usually, the left kidney was used. The renal artery and 
vein were carefully separated from the surrounding connective tissues, 
near the branching point from the aorta and ligated, meanwhile great care 
having been taken, not to bring fatal injury to the nerve fibres. Then 
the perfusion cannula was tied into the renal artery and the perfusion 
started with Ringer’s solution, warmed to 38°C. The outflow cannula 
was inserted, when the renal vein began to swell. 

Now, the abdomen of the animal was dipped into a bathtank, 
filled with warmed Ringer’s solution, in order to protect it against the 
drying and cooling of the nerve fibres and the exhaustion of the animal, 
due to the loss of body heat. The blood pressure was recorded from the 
carotid artery together with the outflow from the kidney. 

Under this preparation, when 1 to 2 c.c. of horse serum was injected 
slowly into the jugular vein, the animal reacted after a short interval in 
a typical manner with unrest, dyspnoea, lowering of blood pressure, some 
even dying, while others would recover gradually, if they were not over- 
come by these severe respiratory and circulatory symptoms. If at this 
anaphylactic shock the vaso-motor centre be paralyzed by the re-injected 
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horse serum, the outflow of the perfused kidney should immediately 
be increased, Owing to the loss of vascular tone. However, in this 


series of experiments, which numbered nine, no results indicating 


the paralysis of the; 


centre were obtained, ¢ 
though there were 





some rather insign- 
ificant changes. On 
the contrary, when 
the dyspnoea became 


severe and the blood 





pressure fell sudden- 
ly, with an intensive 
spasm of the animal, 
the outflow often dim- 
inishes, an evidence 
showing the central 
vaso-constriction, 
which was obviously 
due to a transitory 
asphyxia of the vaso- 
motor centre, arising 
from the intensive 
dyspnoea and _ the 


sudden fall of the 

blood pressure, be- Fig. 1. Response of vaso-motor centre (rabbit). 

] Perfusion of the left kidney in situ of an anaphy- 
lactic rabbit. Dotted line (1’) shows the blood 
pressure. 

was always forestalled 2......Perfusion of the left kindey of a normal rabbit. 

by dyspnoea and a At S 2 c.c. horse serum into the jugular vein. At Sp 1 

c.c. horse serum (diluted 1: 2) into the perfusion. 

Ordinate: outflow per minute in c.c. Abscissa: time in 





cause this vaso-con- 
strictor phenomenon 


fall of blood pressure. 
This relation isshown . 
minutes. 

in Fig. 1. 

Therefore, in the anaphylactic shock the lowering of blood pressure 
is constantly observed, while the paralysis of the vaso-motor centre is never 
proved, a fact, which indicates that the circulatory disturbance of the 
anaphylaxis should be attributed to peripheral vascular disorder. In 
addition to this, it is also evident that the fall of blood pressure can not be 


attributed to the vaso-dilation of the splanchnic area, because in my ex- 
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periments, the greater part of the abdominal viscera was out of general 


circulation. 


B. The Response of Sensitized Peripheral Blood Vessels 
to the Local Action of Antigen. 


Above, it has been clearly shown that the vaso-motor centre is surely 
independent of the anaphylactic circulatory disturbance, and that the 


How- 


ever, there is a divergence of opinion concerning the condition of the peri- 


greater part of the splanchnic area seems to have no relation to it. 
pheral blood vessels in anaphylactic shock. For example, Arnoldi prov- 
ed vaso-dilation in perfusion, while Yukawa observed vaso-constriction. 
But it is a well known fact that the latter happens often also when blood 


serum acts on the perfused blood vessels of normal animals. Hence it is 


TABLE I. 


The response of perfused blood vessels of sensitized rabbits to the local 
action of antigen (horse serum). 





Maximum decrease 
(c.c.) of outflow per 


Outflow (c.c.) per 


min. immediately Duration of 








‘ , 
Perfused | No. of before the injection min. after the reaction in mins. 
organ exp. of antigen injection 
Sensitized Control | Sensitized Control | Sensitized Control 
Kidney I 5.2 5.8 360 6| #12 Is | 8 
II 4.9 4.0 39 | 0.9 20 7 
III 3.5 4.2 30 «(| 0.7 12 9 
IV 6.2 5.8 4.1 1.7 22 10 
Vv 3.9 4.9 1.9 1.0 = 8 
7 1 eS 63 | 33 0.6 16 6 
Small 
intestine I 5.8 6.4 3.0 0.9 22 12 
I} 46 | 632 2.9 0.7 20. «SC 10 
III 4.9 4.2 2.4 0.4 17 | 5 
IV |, 64 5.1 32 CO 1.4 22 3 
Vi «4 3.9 3.0 1s | 18 9 
VI 5.5 5.0 | a i 12 5 
srain I 6.2 a 1.3 0.0 8 | 0 
II 7.8 10.0 1.4 0.4 15 | 10 
Ill 3 9.9 1.7 0.5 12 10 
Iv | 72 6.8 20 | O7 oe 
Vii} 59 re ne ae 6 
VI | 6.3 ™ | 2. | = | @ i 0 
| | | 
Lung | I 3.0 | 200 | 122 42 | 10 me” 
II | 19.0 17.2 8.2 a6 | 9 | 5 
II | 130 | 154 7 a3 | 2 | 5 
IV | 160 45 | 12. | ay | ® 5 
7} so | me fom Fee 4 ve pe 
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TasBLE II. 


The response of perfused blood vessels of sensitized guinea-pigs to the 
local action of antigen (horse serum). 





Outflow (c.c.) per Maximum decrease 


min. immediately | (c.c.) of outflow per Duration of 





| 
, i 
Perfused | No. of before the injection min. after the reaction (mins.) 
organ | exp. |__ of antigen | injection | 
Sensitized _ Control | Sensitized | Control | Sensitized Yontrol 
Lower | | | 

limb I 2.8 3.0 1.6 0.0 | 15 0 

| II 5.1 4.2 2.8 7 J 15 5 

III 4.0 3.6 2.9 04 | 17 7 

IV 2.9 42 | ma | OF. 4 13 5 

V | 4.2 57 | 3&2 0.9 =| 16 5 

VI 5.3 | 9 | 3.3 im 64 13 7 

VIT | 6.1 44 | Oo | 03 | 15 5 

Vill | 3. 3.0 | 2.0 0.5 18 4 

| | | 

Lung z | 7.3 6.4 5.3 1.0 15 8 

ma 8.0 5.9 | 5.0 | 1.0 | 17 7 

mm | 70 66 | 47 | O8 | 17 8 

| Ie | €s 64 | 32 | 12 22 5 

"i. VA 82 | 3.9 10 | 20 5 

| VI 6.2 77 | +40 | O8 15 8 


desirable to examine the local anaphylactic reaction of peripheral or vis- 
ceral blood vessels, directing attention especially to the condition of per- 
fusion and the concentration of antigen. So, now I perfused the kidney, 
intestine, brain, lungs and limbs with warmed Ringer’s solution, and 
injected the horse serum diluted with Ringer’s solution to 1:2, 1:4, and 
1:8 into the inflow cannula. But under these dilutions 1:4 seemed to 
be most suitable, for a more concentrated serum sometimes caused intensive 
vaso-constriction even in the control, and a more dilute one often produced 
no change at all. 

The experimental results are summarized in Tables I and II, and 
are illustrated in Fig. 2, 3, 4, 5 and 6, respectively. 

These results show that all vessels of anaphylactic animals, sensitized 
with horse serum are more sensitive than those of non-sensitized ones, to 
the horse serum, and that the reaction is always vaso-constriction, regard- 
less of whether the injection is made at any stage of perfusion or whether 
the perfusion fluid contains defibrinated blood or not (Fig. 6). Repeated 
applications of antigen were followed either by no response or a week one. 

Thus, evidence has been put forward that in the anaphylactic shock 
there is neither central nor peripheral vaso-dilation. It follows then, that 
the fall of blood pressure in shock is not caused by vaso-dilation. Oni the 











a 
La 
a 
N 
ra 
ad 
a 
A 
fay 


38 


5 





*[ ‘Sty SB Usstosqe pu’ a}8UTpPs¢) 
‘S[NUUBD VOUBI}UB 9Y} OJUT (pF: [) TUNIS Bs10Y *°9°9 [ GV 
*peurso yy" ~ 
"poaryisaag™***** I 
(Hqqes) our sayUr [[eLUS Jo uOpNyIeg “g “FA 


Su ov 0c 0z ol 
T T 




















*[ ‘Sty SB Bsstosqe pus a}eUl pay) 
‘B[NUULS BOULI}U9 aq} O}UL (fF: [) UNIS BsL0Y “9°09 [T G TV 





“yqqui peumi0y** V4 
“Nqqes pospisuag™****T 
“(uqqes) Aoupry Jo uopnyag °% “Fy 
SUIN OS or Ot ry ol 
I T T . T ats 














— 
23 








39 


5 


Anaphylactic Response of Nerves and Blood Vessels 


“7 “Sy st BSSTOSGU pue MNVUIPIO 
“Bp huuwo souBIyU9 ayy oyu (Pp: 1) tunes a104 ce | Slyv 


*pemsoyys*** Pe 
“pozrysuag’***** I 


‘(31d-waurn3) Suny Jo uownjzag *G “Sy 


SUT Ov Of 0z vt 0 


i 

















279 


“e[NUTBO suv. 


su 





‘| ‘Sig se essrosqe pue ayeurpsc—, 
1}Ua 94} OPUT (fF: 1) UINIVs BSI0Y °9°O T G IY 
*‘pemi0oN 2 VA 
“pagisuag"*"*** I 
“(qqes) Ulvig Jo UOIsNIAg = “F ‘Sy 


ol 


- — --}-—— ———}—————_— 











540 F. Nakazawa 


other hand, as_ the 





Ce, —___—— 
state of the heart is 


quite independent of 
this circulatory dis- 


turbance, the argu- 





ment offered by Ma- 
utner and Pick, 
that the fall of 
blood 


pressure in 








Ss 
jo? ‘ : 
anaphylactic shock 
is the result of a 
disturbed equili- 
é brium of the general 
circulation which is 
le . 
| attributed to the 
| direct or indirect 
vaso-constriction of 
| : | ° 
oh —____1__ 1 — i+ -— +5. some special organs, 
“a , ; ‘ : especially in dispro- 
Fig. 6. Perfusion of lower limb (guinea-pig). I : J : I 
. Sid portion to the inflow 
, Sensitized limb, perfused with Ringer’s solution and outflow of the 
containing its own blood. heart, owing to a 
ne Normal. ° 4s 
a . strong constriction 
At § 1 c.c. horse serum (1:4) into the entrance cannula. ae. 
Ordinate and abscissa as Fig. 1. of the pulmonary 
vessels, appears to 


hold good. Though Arnoldi observed vaso-dilator reaction in the 
sensitized frog, it seems to be rather premature to assume that all anaphy- 
lactic phenomena should be accounted for by vaso-dilation, which he 
attributed to vagotonia. 


‘ 


C. The Excitability of the Nerves of Sensitized Animals 
under the Local Action of Antigen. 


The following experiments were performed in order to ascertain 
whether the excitability of the peripheral nerves (parasympathetic, 
sympathetic and motor) of sensitized animals suffers any change when 


the antigen is applied to the nerve. 
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(1) Parasympathetic Nerve. 


The threshold stimulus of the vagus was indicated by an observable 
fall of blcod pressure, caused by the stimulation of the nerve trunk by 
means of Du Bois-Reymond’s induction apparatus. A fully sensitized 
rabbits was tied on its back, the blood pressure was recorded from the 
carotid artery. Both vagi were exposed at the neck and treated as already 
described. The threshold stimulus was repeatedly measured on both sides 
and then the cotton of one side was replaced with other cotton wet with 
warmed horse serum. At a certain interval the change in the threshold 
was carefully estimated. 

These experiments were carried out with eight animals, but there was 
not a single case in which any change in the excitability of the vagus was 
observed. The threshold stimulus on both sides remained practically un- 
changed. Fig. 7 is an example of these experiments. 
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Fig. 7. Influence of the application of antigen (horse serum) 
on sensitized vagus (rabbit). 
cctv Left side (applied). At S antigen applied. 
Beas Right side (control). 
Ordinate : Faradic threshold stimulus (coil-distance in cm.). 
Abscissa : Time in mins. 


Thus local anaphylactic change fails in the vagus. Of course, no 
reaction of anaphylactic shock, as mentioned by Gay and Southard, 
could be observed during this experiment. 


(2) Sympathetic Nerve. 


The excitability of the sympathetic nerve before and after the appli- 
cation of horse serum was estimated by measuring the threshold stimulus 
to produce a visible mydriasis in the pupil on the same side, stimulating 
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the cervical sympathetic trunk with Du Bois-Reymond’s induction 
apparatus, in the same manner as used in the previous experiment. 

In the case of normal rabbits, no change could be obtained, while in 
fully sensitized rabbits, which numbered eight, the excitability of the 
sympathetic nerve, on which horse serum was applied, increased marked- 
ly with one exception. 

Generally, in my experiments, either in normal or in sensitized rab- 
bits, the threshold stimulus of the sympathetic nerve indicated an average 
distance of 30 to 45 cm. between the coils of the induction apparatus, with 
an accumulator of 2 volts, of which the primary coil has 324 windings 
and the secondary 3626, but the threshold of the sympathetic nerve of 
sensitized rabbits on which serum was applied, became lower by 50 to 60 
cm., one of the most distinct cases came to 90 cm. (Table ITT). 


Taste III. 


The change in the excitability of the sympathetic nerve of sensitized 
rabbits before and after the application of antigen (horse serum). 





No. of _ Coil-distance (cm.) Maximum coil-distance ection af tin 
immediately before the | (cm.) after the appli- cree Ti liane 
application of antigen cation of antigen ee 

©XP- | Test side [Control side) Test side |Control side} Test side | Control side 
z 4 35 | 40 53 40 - 1 0 
1 33 | 86 7 ee ee 
iI | 2 | 40 44} 38 0 0 
IV 45 | 33 Cd| 9 | 41 | 30 | 0 
vo}; 41 | 34 sa | 3% | ss | oO 
VI | 40 35 60 36 30 0 
Vir | 32 38 | os 40 | 25 0 
Vill | 45 36 62.—COCdS 383i 25 0 


However, this increase in excitability, which occurred immediately 

after the application, was always of very short duration (Fig. 8). Thus, 
; } 

the sympathetic nerve reacts with the increase of excitability in the local 


anaphylactic test. 
(3) Motor Nerve. 


As a representative of the motor nerves, the peroneal nerve of the 
guinea-pig was used. ‘The excitability was measured by a visible quiver 
of the toes produced by the faradic stimulation as applied in previous 
sections. The fully sensitized guinea-pig was tied by the abdomen, both 
peroneal nerves were exposed at the thigh and separated from the sur- 
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Fig. 8. Influence of the application of antigen (horse serum) on sensitized 
sympathetic nerve (rabbit). 
ee Left side (applied). At antigen applied on. 
oe Right side (control). 
Ordinate and abscissa as Fig. 7. 


rounding tissues. Then both nerves were wrapped with cotton wet with 
Ringer’s solution, and left for about thirty minutes. After the threshold 
stimulus was carefully measured on both sides, the cotton of one side was 
replaced with other cotton soaked with warmed horse serum, and the 
threshold stimulus was repeatedly examined. 

No change in the excitability of this nerve could be observed by the 
application of horse serum either in the case of normal or of sensitized 
animals. Fig. 9 illustrates this point. Therefore, the hyperkinetic 








Fig. 9. Influence of the application of antigen (horse serum) on sensitized 
peroneal nerve (rabbit). 
Rais Left side (applied). At S antigen applied on. 
a Right side (control). 
Ordinate and abscissa as Fig. 7. 
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phenomena of anaphylactic shock might be explained by the secondary 
reaction, due to the stimulation of the nervous centre. 


SuMMARY. 


1. It is experimentally proved that there is no paralysis of the vaso- 
motor centre in the anaphylactic shock. 

2. Almost all of the peripheral (limbs) and visceral vessels (intestine, 
kidneys, lungs and brain) are constricted in the local anaphylactic test. 
The opinion that the fall of blood pressure in anaphylactic shock is to be 
attributed to the vaso-dilation of the splanchnic vessels seems to be baseless. 

3. The sympathetic nerve of the sensitized animal shows a transitory 
increase of excitability after the application of antigen to it, while the vagus 
and motor nerves do not vary their excitability in the local anaphylactic 
test. 


Usually in the biological test, there are primary and secondary 
reactions, but often the latter only are observed by many investigators, 
the former sometimes escaping attention and thus leading to a missconcep- 
tion of fact. The real mechanism of the anaphylactic shock has long been 
disputed, because its reactions are so complicated that it is sometimes very 
difficult to determine whether the observed reactions are primary or 
secondary. It is, however, beyond doubt, that the main symptoms of the 
shock are respiratory and circulatory disturbances, of which the former 
are caused by the contraction of the bronchial muscle, while for the latter, 
neither peripheral nor central vaso-dilation can be accounted for, vaso- 
constriction being a constant reaction in the local anaphylactic test. 

According to Dale,” Schultz and others, as I have also ascertain- 
ed in the course of anaphylactic experiments, in anaphylactic reaction the 
uterus and the intestine come to contraction when examined in vitro, an 
evidence showing that probably one of the primary reactions of anaphy- 
lactic shock is based on the contraction of plain muscle. 

The relation of the vegetative nerves to the anaphylaxis, by which 
the plain muscles are innervated, has frequently been studied, and Auer, 
Bied] and Kraus have ascertained that anaphylactic reaction can develop 
without the participation of the vagus. As to the sympathetics, my local 
anaphylactic test showed an increase in the excitability of this nerve, an 


36) Dale, Journ. Pharmacol., 1913, 4, 165. 
37) Schultz, Journ. Pharmacol., 1909, 1, 549. 
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occurrence, Which may have an important significance in the case of the 
anaphylactic vaso-constriction of some organs. 

Based on these facts, I may interpolate here, that the contraction of 
plain muscle is a primary reaction in anaphylactic shock, to which the 
sympathetic nerve may presumably have some relation. 

















The Influence of Parenterally Administered Protein 
Substance upon the Respiration of Tissue Cells. 
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(p 7 B Hi) 


(From the Laboratory of Prof. T. Kato’s Medical Clinic, 
Tohoku Imperial University, Sendai, Japan.) 


I. Iytrropvuctrion. 


Recently in the name of non-specific protein therapy, the parenteral 
administration of protein substance has been widely believed as a new 
prevailing method of treatment, in which many clinicians seem to put 
their trust, but the experimental base illustrating the nature of its effect 
is not yet satisfactorily established. In regard to this treatment, though 
there is already a voluminous literature on the subject, I will very briefly 
describe its development and progress. 

About thirty years ago, Bokenham?” reported that diphtheria serum 
is effective not only on diphtheria infection, but also on typhoid and 
streptococci infection, and Pfeiffer and his co-workers, Issaeff,” 
Mikulicz,” Miyake” and others observed that non-specific serum is 
also favourable to the specific infection. Since that time this specific effect 
of non-specific seyum has been experimentally and theoretically discussed 
and has long been a disputed question, but within ten years, based on 
clinical and experimental observations, Weichardt,” Schmidt,” Zim- 


1) Bockenhan, British Med. Journ., 1895, IT, 416. 

2) Pfeiffer and Issaeff, Zeitschr. f. Hygiene u. Infekt., 1894, 16, 282 & 287. 

3) Mikulicz, Arch. f. kl. Med., 1904, 73, 347. 

4) Miyake, Mittl. aus d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir., 1904, 13, 719. 

5) Weichardt, Miinch. med. Wochenschr., 1912, 67 & 1089; 1915, 1525; 1918, 
581; 1919, 289; 1920, 91 & 1085; 1921, 39 & 365; 1922, 107, ete. 

6) Schmidt, Med. K1., 1916, 171.Schmidt and Kaznelson, Ztschr. f. kl. Med., 
1916, 83, 79. 
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mer” and their co-workers have published a very interesting argument 
that, besides blood serum, many protein substances, when given paren- 
terally, cause the functional acceleration of the tissue cells, which should 
presumably be due to the protoplasmatic stimulation of these cells, recom- 


mending this therapeutic procedure under the name of “ protoplasma acti- 


> 6 b 


vation,” “protein therapy” or “therapy of threshold stimulus.” This 


opinion throws new light on the unknown nature of this effect of serum, 
and after this time, led by this argument, numerous clinical and ex- 
perimental observations have been made on the effect of parenterally ad- 
ministered protein substances. 

Schittenhelm, Weichardt and Hartmann,” Loewenhardt,” 
Munk,” Auld,” Cecil,” Petersen,” Miller and Lusk,” Sny- 
der,” Wells,’ Robert and Cary” and many others reported clinical- 
ly the favourable effect of this treatment on several diseases, and moreover, 
recently, according to the information of Rolly,’ Rébr™ and others, 
this procedure appears to have some diagnostic meaning ; i.e. by means of 
the parenteral administration of protein substances, Wassermann’s and 
Widal’s indistinct reactions become distinct causing so-called activation 
of immune bodies. 

As regards the experimental investigations of parenteral protein ad- 
ministration, increased secretion of glands, rapid regeneration of connec- 
tive tissues and leucocytosis were observed by Weichardt and his co- 


workers,” the protective effect against infection by Ludke,”? Kraus,” 


7) Zimmer, Therap. d. Gegenw., 1920, 22, 276. 
8) Schittenhelm, Weichardt and Hartmann, Ztschr. f. exp. Path. u. 
Therap., 1912, 10, 448. 
9) Loewenhardt, Zentralb. f. inn. Med., 1921, 42, 258. 
10) Munk, Deutsch. med. Wochenschr., 1921, 119. 
11) Auld, British Med. Journ., 1918, I, 683. 
12) Cecil, Arch. f. Int. Med., 1917, 20, 951. 
13) Petersen, Journ. Am. Med. Assoc., 1916, 76, 312. 
14) Miller and Lusk, Journ. Am. Med. Assoc., 1916, 67, 2010. 
15) Snyder, Arch. Int. Med., 1918, 22, 2 
16) Wells, Journ. Am. Med. Assoc., 1919, 72, 1813. 
17) Robert and Cary, Journ. Am. Med. Assoc., 1919, 72, 922. 
18) Rolly, Miinch. med. Wochenschr., 1921, 835. 
19) Léhr, Ztschr. f. d. ges. exp. Med., 1921. 24, 57. 
20) Schittenhelm, Weichardt and Grisshammer, Ztschr. f. exp. Path. u. 
Therap., 1912, 10, 412. 
21) Ludke, Miinch. med. Wochenschr., 1915, 321. 
22) Kraus, Wien. kl. Wochenschr., 1915, 29. 
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Ichikawa; sero-chemical changes by Sachs,” Widal,™ Abder- 
halden;™ and the influence on the permeability of capillary vessels by 
Von den Velden,” Luithlen™® and Starkenstein.™ Lately, 
Starkenstein, Déllken and Herzger,” Seiffert’” pointed out 
that protein substance sometimes inhibits and sometimes accelerates the 
pharmacological effect of some poisons. Pharmacological experiments 
performed by Freund,” Dresel and Freund,” Freund and Gott- 
lieb,” and Struck,” have demonstrated that certain pharmacologically 
effective substances can be drawn out from the blood of an animal treated 
parenterally with protein substance. Summing up these experimental 
reports, it appears to be true that the parenterally administered protein 
substance produces biological changes in the organism. However, there 
has been little investigation directly concerning the problem as to whether 
these effects of protein substances are to be attributed to the protoplasmatic 
activation of tissue cells or not, as mentioned by Weichardt and others. 

Now, regarding the biological effect of parenterally administered pro- 
tein substances, Freund and Popper™ assumed formerly that the protein 
substances given parenterally are utilized evenly as constituents of the 
protoplasm of cells, as those given per os; but according to Michaelis,” 
Ornstein,” and others, the effect of the former case seems to be quite 
different from that of the latter case. Schittenhelm and Weichardt™ 
and others have stated that the effect of protein therapy should be attributed 
to the protein split substances which have biologically quite a peculiar in- 





23) Ichikawa, Ztschr. f. Immunitiitsf., 1915, 23, 32. 

24) Sachs, Therp. Halbmonatsh., 1920, 34, 379 & 405. 

25) Widal, Press. Med., 1920, 28, 181. 

26) Abderhalden, Pfliiger’s Arch., 1920, 185, 322. 

27) Vonden Velden, Berl. kl. Wochenschr., 1919, 481. 

28) Luithlen, Wien. kl. Wochenschr., 1913, 651 & 1836. 

29) Starkenstein, Miinch. med. Wochenschr., 1919, 205. Wien. kl]. Wochenschr., 
1918, 87. 

30) D6llken and Herzger, Miinch. med. Wochenschr., 1922, 185. 

31) Seiffert, Berl. kl. Wochenschr., 1921, 873. 

32) Freund, Schmiedeberg’s Arch., 1921, 91, 272. 

33) Dresel and Freund, Ibid., 1921, 91, 317. 

34) Freund and Gottlieb, Ibid., 1922, 93, 92. 

35) Struck, Ibid., 1922, 93, 140. 

36) Freund and Popper, Biochem. Ztschr., 1909, 15, 272. 

37) Michaelis, Pfliiger’s Arch., 1908, 121, 163; 1908, 124, 573. 

38) Ornstein, Biochem. Ztschr., 1912, 44, 140. 

39) Schittenhelm and Weichardt, Ztschr. f. exp. Path. u. Therap., 1912, 11, 69. 
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fluence on the animal body. On the other hand, Seiffert has reported 
as an effect of protein therapy, that the protein substance itself, but not its 
split substance, has some direct influence on dialysis and diffusion, which 
might have an intimate relation to the inflammation, and Déllken and 
Herzger have proved that some poisons treated with protein substance 
in vitro vary their pharmacological effects either qualitatively or quanti- 
tatively. Thus, our conception of the effect of protein therapy is yet very 
vague. It seems necessary to perform some experiments in order to certify 
whether the functional acceleration of tissue cells can be proved or not. 
As the stimulation of tissue activity is generally accompanied by an in- 
creased exchange of energy, one can survey the change in the functional 
activity of tissue cells by measuring their gas metabolism. So I have 
undertaken to investigate the change in the respiration of tissue cells treated 
with protein substance in vivo and in vitro. 

But generally speaking, the most violent effect of protein substances 
on the organism can be observed in the well known reaction of the anaphy- 
lactic shock. 

In the literature there are only few and diverse reports concerning 
the effect of parenterally administered protein substance on the respiration 
of tissue cells. Abderhalden and Wertheimer™ state that the gas 
metabolism of a total organism and of each tissue, has been inhibited, both 
in anaphylaxis and in non-specific treatment, where the effect of the latter 
is quantitatively slighter than that of the former, while, on the contrary, 
Gottschalk observed an increase in the oxydoreductive process of the 
liver in vitro, and Leimdérfer,” observing the increase of basal meta- 
bolic rate, stated that the total gas metabolism should be increased. 
Recently Yabuzoe* has reported that the oxygen combining power of 
the blood increases after this treatment. 

The following is a brief description of my experiments performed to 
investigate the gas metabolism of tissue cells after the parenteral ad- 
ministration of protein and also in the anaphylactic shock. 


40) Abderhaldenand Wertheimer, Pfliiger’s Arch, 1922. 195, 487; 1922, 196, 
429. 

41) Gottschalk, Schmiedeberg’s Arch., 1923, %6, 2 

42) Leimdédrfer, Biochem. Ztschr., 1922, 133, 409. 

43) Yabuzoi, Chugai-Iji-chimpo, 1924, 43, 404 (Jap.). 
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II. Meruop or EXPERIMENTS. 


My experiments were carried out with guinea-pigs and rabbits, the 
former weighing 300 to 450 grms., the latter 1.5 to 2.0 kilos. As a re- 
presentative of protein substance, normal horse serum freshly obtained 
from the slaughter house, was mainly adopted, but sometimes the horse 
serum prepared by the Government Institute for Infectious Diseases was 
employed, which contained carbolic acid in a concentration of 0.5% and 
could not be applied directly on tissue cells in vitro. The experiments 
concerning anaphylaxis were performed on rabbits, but some, as those of 
control, were carried out with guinea-pigs. 

Several complicated procedures have been reported in order to bring 
rabbits into the typical anaphylactic shock, but according to my experience, 
when 1 to 2 c.c. of horse serum is intravenously injected at an interval of 
eighteen days after the first treatment, which consists of two or three subcu- 
taneous injections of 3 c.c. of serum per kilo body weight, made once every 
other day, the distinct anaphylactic shock, with typical respiratory and 
circulatory symptoms, can be observed. In guinea-pigs, which, as is well 
known, are very sensitive to the horse serum, the re-injection of 0.2 c.c. 
made intravenously at an interval of two weeks after the first subcutaneous 
injection of 0.5 or 0.5 c.c. is constantly followed by a typical shock. 

Most experiments on non-specific protein administration were per- 
formed entirely with guinea-pigs, attention being especially devoted to the 
dose used and to the time elapsing after the administration, as mentioned 
by Weichardt, Schmidt and others. 

The respiration of tissue cells, as representatives of which blood, liver 
and brain were used, was estimated in the following way. Animals treated 
with horse serum were bled to death, the blood was shed into a porcelain 
dish, defibrinated with a glass rod, being saturated with oxygen at the 
same time. 

On the other hand, portions of the liver and brain were taken aseptical- 
ly, immediately after death, washed with normal saline solution and brayed 
mildly in mortars, into which saline solution was poured, in order to pre- 
pare the so-called “one-third tissue gruel,” i.e. one part of tissue in two 
parts of normal saline solution, thereby the connective tissues being easily 
removed. In this procedure, attention was always especially directed so 
as to make the tissue emulsions under the same conditions (the duration, 


degree, intensity of mortaring etc.). 
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For the measurement of the respiration of tissue cells, the reduction 
rate of blood which, in the case of the liver and brain cells, was mixed 
with the cell emulsion and served as a supplier of oxygen, was determined. 
In order to determine the reduction rate of blood, each 1.5 ¢.c. of defibri- 
nated blood being thoroughly stirred up in order to get uniform suspension 
of the corpuscles, was put into a glass bottle of about 3 c.c. capacity, con- 
taining two glass beads. ‘The bottle was then filled with liquid paraffin 
and stoppered air tight with its cover. After this procedure, the bottles 
were immediately placed in a water bath in an incubator at 37°C. In the 
case of the liver and brain cells, each 0.5 c.c. of the tissue emulsion, to- 
gether with 1.0 or 1.5 ¢.c. of normal defibrinated, oxygen-saturated blood, 
which served as an oxygen supplier to the cells, was poured into bottles. 
The bottles were filled with liquid paraffin and stoppered air tight, shaken 
thoroughly and placed in a water bath, set in an incubator at 87°C. For 
the purpose of avoiding the sedimentation of the blood corpuscles and tissue 
cells, these bottles should be shaken often simultaneously and uniformly, 
especial regard being given to the amplitude, intensity, duration etc. of 
shaking. 

The oxygen content and the oxygen capacity per c.c. of the blood or 
blood-organ cell mixture in each bottle was determined one after another 
at certain intervals with Barcroft’s differential blood gas apparatus, de- 
signed for 1c.c. The difference between the oxygen content and the capa- 
city per c.c. shows the amourit of oxygen used by the cells or the reduction 
rate. In accordance with the report of Sogen,” the oxygen capacity of 
the blood remained unchanged for a few days and equal in each bottle, 
when attention was devoted to mixing the samples uniformly. 

Though, according to Kanazawa,” glycogen appears to have no 
influence upon the gas metabolism of the tissue in vitro, all the animals 
used in my experiments were of the same age, as nearly as possible in the 
same condition of nutrition and killed at definite intervals (generally twenty 
hours) after the last feeding, supposing that the condition of the liver might 
vary according to the state of nutrition. As the reduction rate of tissue 
undergoes a non-insignificant variation on account of the unavoidable dif- 
ference of the conditions of the experiments, every series of experiments 
was accompanied by control tests. The rate of oxygen consumption or 
reduction is demonstrated in the figures as reduction curves, in which the 


44) Sogen, Tohoku Journ. Exp. Med., 1921, 1, 367. 
45) Kanazawa, Tokio-Igakkai Zasshi, 1920, 34, 402. (Jap.). 
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ordinates are the percentage of oxygen consumption to the capacity and 
the abscissae the time duration of the storage of samples. 


III. Experimenta RESULTs. 
A. Gas Metabolism of Anaphylactic Tissue Cells. 


Fully sensitized rabbits reacted on re-injection of horse serum after a 
short interval in a typical manner with unrest, dyspnoea etc. and came to 
sudden death. In the height of the anaphylactic shock, the blood, liver 
and brain were taken and prepared as already mentioned. 


(i) Blood. 


The reduction rate of the blood after the sensitizing and after the re- 


injection was compared with that of the blood before the sensitizing, taken 
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Fig. 1. Reduction curves of rabbit’s blood in anaphylactic shock in an incubator at 37°C. 
Basses Blood taken immediately before the first injection of serum. 
aE Blood taken in anaphylactic shock (3 weeks after the first treatment). 
Miia Normal rabbit’s blood. 
eee Blood of a normal rabbit immediately after the injection of horse serum in the 
same dose as for the re-injection. 
5......Sensitized rabbit’s blood without re-injection. 
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from the ear vein in the least possible quantity, the haemoglobin content 
being controlled. For control, the following reduction rate of blood taken 
from other rabbits was also observed : 

(1) Blood of normal rabbits of the same condition. (2) Blood of 
rabbits equally sensitized, but not re-injected. (8) Blood of normal, non- 
sensitized rabbits, taken shortly (20-30 mins) after the intravenous in- 
jection of horse serum in the same amount as for re-injection. 

Eight experiments each with control gave coincident results. An 
example of these results is illustrated in Fig. 1. As is shown in Fig. 1, 
the reduction of blood taken during the anaphylactic shock is hastened. 
The rate of acceleration is insignificant only during the first 4 to 6 hours, 
but thereafter it increases very rapidly. The reduction curves in the 
control experiments run almost parallel to that of a normal rabbit or with- 
in a negligible difference, showing namely that the oxygen consumption of 
blood cells of a rabbit fully sensitized but not re-injected, is equal to that 
of a non-sensitized rabbit, into which the horse serum has been injected 
shortly before the experiment. 

Some other experiments were devoted to a study of the influence of 
antigen (horse serum) acting in vitro, on the gas metabolism of the blood 
of a normal and fully sensitized rabbit. Blood taken from a fully sen- 
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Fig. 2. The influence of antigen (horse serum) in vitro on the reduction rate of blood of 
a normal and a fully sensitized rabbit in an incubator at 37°C. 


Riasscel Sensitized rabbit’s blood with horse serum. 
a Sensitized rabbit’s blood with normal saline solution. 
iianes Normal rabbit’s blood with horse serum. 


he Normal rabbit’s blood with normal saline solution. 
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sitized rabbit by bleeding was defibrinated and saturated with oxygen. 
To each 1.5 ¢.c. of blood 0,2 ¢.c. of horse serum was added, and put into 
a glass bottle, the bottle was filled with liquid paraffin and stoppered air 
tight, shaken mildly and then placed in an incubator at 37°C., as before. 

As controls, the following samples of blood were examined on their 
reduction rate. (1) 1.5 c.c. sensitized rabbit blood + 0.2 ¢.c. 0.9% NaCl 
solution. (2) 1.5 ¢.c. normal rabbit blood + 0.2 ¢.c. normal horse serum. 
(3) 1.5 ec. normal rabbit blood + 0.2 ¢.c. 0.9% NaCl solution. Of 
nine coincident experiments with fully sensitized rabbits, Fig. 2 is an 
example which indicates that no change in the reduction rate occurs, even 
if the antigen acts in vitro on fully sensitized rabbits blood. In all nine 
experiments and their controls, neither the acceleration nor the inhibition 
of the oxygen consumption has been proved. 

From these experiments, it follows that the place where the anaphy- 
lactic shock first develops, is not in the blood, because, if so-called antigens- 
antibodies reaction of anaphylactic shock arises from the blood, accompanied 
by the accelerated reduction of the blood, this acceleration should be ob- 
served also in vitro, namely the oxygen consumption of the blood of a fully 
sensitized rabbit, treated with horse serum in vitro, should be promoted as 


treated in vivo (re-injection). 


(ii) Liver and Brain. 


As in the case of blood, together with the experiments on the reduction 
rate of liver and brain after sensitization and also in anaphylactic shock, 
the following series of experiments appeared necessary as controls : 

(1) Liver and brain as nearly as possible of the same conditions, (2) 
Those of fully sensitized but non re-injected rabbits, (3) Those of normal, 
non-sensitized rabbits, after the injection of horse serum in the same amount 
as for the anaphylactic re-injection. 

In the experiments of this series, numbering sixteen, with the excep- 
tion of three cases, the oxygen consumption of liver and brain at the height 
of anaphylactic shock was more or less accelerated, while in the control ex- 
periments, no change in the reduction could be observed (Fig. 3). 

My next experiments were performed in order to see the effect of horse 
serum added in vitro to the tissue cells of normal and sensitized rabbits on 
the oxygen consumption of the tissue cells. 

Of the emulsion of liver and brain taken from fully sensitized rabbits, 


each 0.5 c.c. together with 0.2 ¢.c. of horse serum was put into glass bottles, 
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Fig. 3. Reduction curves of liver and brain of rabbits in anaphylactic shock in an in- 
cubator at 37°C. 


) eee Tissue taken in anaphylactic shock. 

Bisccs Tissue of a normal rabbit. 

a Tissue of a sensitized rabbit without re-iniection. 

Gessins Tissue of a normal rabbit immediately after the injection of horse serum of the 


same amount as for re-injection. 
5...... Normal blood of an amount as used as oxygen supplier for liver and brain, added 


with normal saline solution in the same quantity with the tissue emulsion. 


into which 1.5 c.c. of normal rabbit’s blood was poured as an oxygen carrier 
for the emulsion cells. All these bottles were stoppered as before, shaken 
thoroughly and placed in the incubator at 87°C. At a definite time inter- 
val the content of each bottle was estimated as to its oxygen consumption. 
As control, experiments were performed to measure the reduction of : (1) 
0.5 ¢.c. fully sensitized liver and brain + 0.2 c.c. 0.9% saline solution, 
(2) 0.5 c.c. normal liver and brain + 0.2 ¢.c. horse serum, (3) 0.5 c.c. 
normal liver and brain + 0.2 c.c. 0.9% saline solution. All are set in 
an incubator at 37°C., and as the oxygen carrier of these control series, 
the blood of the same normal rabbit was used. In these experiments, the 
effect in vitro of horse serum on the sensitized and non-sensitized tissue cells 
was examined. ‘The experiments of each series numbered nine. Fig. 4 


is an example of these experiments. 
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Fig. 4. The influence of antigen (horse serum) in vitro on the reduction rate of liver and 
brain of a normal and a fully sensitized rabbit. 






1......Sensitized tissue with horse serum. 

_ oe Sensitized tissue with normal saline solution. 
Biecsiiss Normal tissue with horse serum. 

ae Normal tissue with normal saline solution. 


It will be seen that the oxygen consumption of the blood of normal, 
sensitized rabbits suffers no change by the addition in vitro of normal horse 
serum. 

If the anaphylactic reaction arises first from these tissues resulting 
in the acceleration of gas metabolic rate of tissue cells, the rate should also 
be augmented, when the antigen (horse serum) acted in vitro on the sen- 
sitized tissues. However, in all cases the experiments showed no augmen- 
tation. 

Here I will add just a word about the method of my experiments. 
According to the reports of Kanazawa and Amako, the oxygen con- 
sumption of tissue cells seems to diminish or sometimes to disappear, if 
these tissues are carelessly mortared too strongly. In the incubator at 
37°C., of course, the blood, as an oxygen supplier, reduces itself more or 


46) Amako, Iji Shimbun, 1923, 1309 (Jap.). 
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less rapidly, so Red, % 
that the follow- 


ing question 





may reasonably 
arise, whether 
the observed 
reduction is due 
to the respira- 
tion of tissue 
cells or simply 
to that of the 
blood by itself. 
But if we add 


the blood as an 





oxygen supplier 


to a normal 








saline solution 
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emulsion, the Fig. 5. Reduction curves of liver and brain of a normal and an 
reduction rate anaphylactic rabbit in an ice-chest at 8°C. 
becomes much Eicesen Tissue taken in anaphylactic shock. 

~ Bi siass Tissue of a sensitized rabbit without re-injection. 
less (see Fig. 3), . 7 : 
get ae os teed Normal tissue. 
indicating that Full line indicates liver and dotted line brain. 


the majority of 

the reduction in the mixture of blood (oxygen supplier) and tissue emulsion 
arises from the respiration of tissue cells. Since normal blood, when placed 
in an ice-chest, reduces itself very slowly—its oxygen content remaining 
nearly unchanged for about twenty-four hours—TI have also observed the 
reduction rate of tissue blood mixture in an ice-chest at 8°C. Though 
much slower than in the incubator, the rate is higher than that of blood 
alone; and moreover the reduction in every respect is quite similar to that 


in the incubator (Fig. 5). 


(iii) The reduction rate of washed shock blood. 


It is not a simple matter to determine whether the increase in the re- 
duction rate of anaphylactic blood should be attributed to the accelerated 
function of the blood cells themselves or not, because we cannot exclude 


the presence, in plasma, of some unknown substances, which may act ac- 
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celeratively on the gas metabolism of the blood cells in the anaphylactic 
shock. So I went on to repeat similar experiments with blood cells derived 
of plasma. 

Blood taken at the height of anaphylactic shock was washed with 
normal saline solution three times successively ; the washed blood was then 
made up with normal saline solution to its former volume, distributed in 
uniform suspension in bottles and its reduction curve determined. 

‘omparing this curve with that of shock blood, which is not washed 
and also with that of the washed and unwashed blood of a normal rabbit, 
we find that, as illustrated in Fig. 6, blood in anaphylactic shock, when 
washed thoroughly showed no accelerated reduction. Some slight ac- 
celeration, which is sometimes seen, is due presumably to a peculiar action 
of the saline solution, as is pointed out by Warburg.” 

Thus, the increase in the reduction rate of blood in anaphylactic shock 
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Fig. 6. Reduction curves of washed and unwashed blood of normal and anaphylactic 
rabbits in an incubator at 37°C. 


eee Rabbit’s blood in anaphylactic shock, washed with saline solution. 
Rise Rabbit’s blood in anaphylactic shock, not washed. 
Bicacen Normal rabbit’s blood washed with saline solution. 


cates Normal rabbit’s blood not washed. 


47) Warburg, Ztschr. f. physiol. Chemie, 1910, 66, 305. 
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should be attributed to the accelerative influence of plasma, but not to the 
primary augmentation of cell-respiration itself. Another evidence sup- 
porting this influence is the fact that, when the plasma of a normal rabbit’s 
blood is replaced by the plasma separated from the blood of a rabbit in 
anaphylactic shock, the reduction of that normal blood increases after about 
six hours in the same manner as in the anaphylactic shock. An example 
is illustrated in Fig. 7. 
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Fig. 7. Reduction curves of normal rabbit’s blood with its own plasma and with plasma 
of a rabbit in anaphylactic shock in an incubator at 37°C. 


Ee Normal rabbit’s blood with its own plasma. 

Sener Normal rabbit’s blood, whose plasma was replaced with plasma of other normal 
rabbit. 

3......Normal rabbit’s blood, whose plasma was replaced with plasma of a rabbit in 


anaphylactic shock. 


Presumably, the anaphylactic plasma contains some unknown sub- 
stance which is produced somewhere at the height of anaphylactic shock, 
and has an accelerating action on the oxygen consumption of the blood. 
But, since the blood is not the first place of anaphylactic reaction, as al- 
ready argued, these accelerative substances should be produced during the 
anaphylactic shock in tissues other than blood. After all, the increase in 
the oxygen consumption of the blood in the anaphylactic shock seems to 
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be a secondary phenomenon. Since the gas metabolism of the liver and 
brain of sensitized animals undergoes no acceleration, when the horse serum 
is applied in vitro, the increase in the reduction rate in the anaphylactic 
shock should be attributed also as in the case of the bleed, to a secondary 
change brought about by the primary anaphylactic reaction, occurring 


somewhere in an unknown place of the body. 


B. Gas Metabolism of Tissue Cells After the Parenteral 
Administration of Protein. 


All the experiments of this series were carried out, as already men- 
tioned, with guinea-pigs, weighing 300 to 450 grms, into which normal 
horse serum had previously been hypcdermically injected, thereby special 
attention being directed to the dose injected and to the time interval after 
injection. There is no reliable record as to what constitutes a suitable dose 
and a suitable time interval for the effectiveness of non-specific protein ad- 
ministration. Gottschalk inferred that the effect of caseosan on guinea- 
pigs could not be demonstrated when the dese was too small (less than 
0.15 ¢.c.) or too large (more than 2.0 ¢.c.). I employed the following 
three doses: 0.2 ¢.c. as a small, 0.5 ¢.c. as a middle and 2 ¢.c. as a large 
cd se. 

Since, in regard to the latent time, Moll,” Von den Velden,® 
Liwy,” Modrakowsky and Orator,” Togawa,” Rosenberg and 
Adelsberger™ state that a marked reaction may be observed in the 
interval of three to twelve hours, my experiments were performed in three, 
six and twelve hours after injection. After these time intervals the 
guinea-pig was bled to death and the blood, liver and brain taken from 
it and the rate of oxygen consumption determined by the same procedure 
as described in the experiments of anaphylaxis. As control, I. performed 
similar experiments with normal guinea-pigs of the same condition. The 
results of these experiments are summarized in the following table 
(Table I). 

As is seen in the table, in the experiments with latent time of twelve 
hours, there was no definite change in the rate of oxygen consumption of 

48) Moll, Wien. kl. Wochenschr., 1903, 1915. 
49) Vonden Velden, Deutsch. Arch. f. kl. Med., 1914, 114, 298. 
50) Léwy, Zentralb. f. inn. Med., 1916, 37, 833. 
51) Modrakowsky and Orator, Wien. kl]. Wochenschr., 1917, 1091. 
52) Togawa, Biochem. Ztschr., 1920, 109, 25. 
999 


Rosenberg and Adelsberger, Ztschr. f. Immunitiitef., 1922, 34, 36. 
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TABLE I. 


The effect of parenteral administration of horse serum on tissue 




















respiration. 
No. of Dosis (c.c,) | Time interval 4¢celeration (+), inhibition (—), unaffected (0). 
_ | aie Blood Liver Brain 
| | — ~ —— 
I 2.0 12 | + 0 0 
_ 2.0 12 + 0 
ITI | 2.0 12 a a 
IV 0.5 12 | = | “< + 
a. 0.5 13 | _ | 0 + 
JT 0.5 2 _ 0 0 
vu 0.2 12 | 0 | + | 0 
VIII 0.2 2 0 0 + 
IX | 20 6 - 0 0 
a | 2.0 6 oe aad + + 
2.0 6 + 4 0 
XII 05 6 ++ we 
gt | 05 6 + 4 
IV | 0.5 6 ++ fi 
XV | 0.5 6 + 0 0 
wa} os , : ; 
0.5 6 + + 0 
XVIII | 0.2 6 + 0 ia 
XIX | 0.2 | 6 0 0 0 
xx | 2.0 3 0 0 0 
XXI | 2.0 3 0 0 | 0 
XXII 0.5 ; ob 0 0 
XXII | 05 | 3 0 + 0 
XXIV | 0.2 0 0 0 
XXV 0.2 3 0 0 0 


tissues observed, sometimes it being slightly inhibited or unchanged and 
sometimes slightly accelerated. 

But the majority of the experiments with six hours’ latent time show- 
ed some accelerating effect of protein injection on tissue respiration. ‘Thus, 
out of eleven experiments on blood, eight showed a distinct increase in 
the use of oxygen. 

A similar effect was observed also in a greater number of experi- 
ments on liver and brain. 

In all the experiments of a latent time of three hours, no definite 
effect was noticed. 

Further, it will be remarked in the table, that among the doses of 
serum chosen, 0.5 c.c. seems to be the most effective for the tissue respira- 
tion of guinea-pigs. : 

Fig. 8 illustrates the experiments of this series, showing the reduction 
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Fig. 8. Reduction curves of blood and tissues after parenteral administration of horse 
serum (dose 0.5 c.c., latent time 6 hours) in an incubator at 37°C. 


Drang Blood treated. . Normal blood. 
- ee Liver treated. eo Normal liver. 
aca srain treated. 6...... Normal brain. 


curves of blood, liver and brain, taken from a guinea-pig, six hours after 
the hypodermic injection of 0.5 ¢.c. of horse serum. 

As is seen in Fig. 8, the manner of acceleration resembles roughly 
that in the anaphylactic shock ; the increase in the use of oxygen of the 
liver and brain is evident, both in the earlier and later stages, while in 
the case of the blood, it becomes suddenly marked in the later stage. 

Hence, it may be considered as in the case of anaphylaxis, that the 
acceleration of the blood respiration is presumably due to certain unknown 
substances contained in plasma, which are the reactive products of protein 
administration. In order to probe this inference, I have observed the 
reduction rate of washed blood, which was taken from guinea-pigs treated 
with horse serum of the dose of 0.5 c.c. and with a latent time of six 
hours. No definite conclusion could be drawn from these experiments, 
inasmuch as the influence of the non-specifi¢ administration of horse serum 
was very variable, but in the majority of cases, the tendency is not to be 
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overlooked, that after washing the blood, the accelerative effect always 
became more or less slighter. 


TV. SUMMARY AND ISCUSSION. 


(1) The oxygen consumption of the blood, liver and brain, taken 
from animals in anaphylactic shock, is accelerated. 

(2) This acceleration of gas metabolism cannot be observed, when 
the antigen is applied to those tissues of the sensitized animal in vitro, 
instead of the re-injection of the animal. 

(3) The blood in anaphylactic shock, when washed, i.e. deprived of 
its plasma, shows no such increase in the reduction rate. It is increased 
in normal blood when its plasma is replaced with that of shock blood. 
Presumably the increase in the reduction rate of shock blood, may be due 
to some products of anaphylaxis, contained in the plasma, but not to the 
primary acceleration of the respiration of the blood cells themselves. 

(4) After the parenteral administration of non-specific protein 
substance, the gas metabolism of the blood, liver and brain is often distinct- 
ly accelerated, when examined with suitable doses of protein and adequate 
time intervals after the injection. 

The respiration of tissue cells of the guinea-pig seem to be markedly 
influenced by the administration of horse serum in the dose of 0.5 c.c. 
with a latent time of six hours. The influence is similar to that in the 
anaphylactic shock. 


There is some dispute as to the nature of the influence of the 
non-specific and specific (anaphylactic) administration of protein substance 
upon the organism. Hecht™ has first suggested that the nature 
of the effect of non-specific therapy is essentially different from that 
of anaphylaxis, while, judging from the experimental results of Dérr 
and Moldowan,” Abderhalden and Wertheimer, there is some 
similarity between the two phenomena. My experiments suggest, so far 
as the change in the respiration of tissue cells is concerned, that the latter 
inference may be probably right. Biedl and Kraus” and others, who 
believe the so-called “humoral” theory of anaphylaxis, assert that an- 
aphylatoxine is produced by adding the horse serum (antigen) to the blood 
of sensitized animals in vitro, but this opinion is not widely accepted. In 


54) Hecht, Med. K1., 1917, 706. 
55) Dérr and Moldowan, Ztschr. f. Immunitiitsf., 1910, 7, 223. 
56) Biedland Kraus, Ztschr. f. Immunitiitsf., 1909, 4, 115. 
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my experiments, there is nothing to support this “ humoral ” theory, but, 
on the contrary, they yielded the fact that the oxygen use of the blood, 
though fully sensitized, was never affected by adding the antigen (horse 
serum) in vitro to it, an evidence suggesting that the first anaphylactic 
reaction gloes not take place in the blood. 

Also, the argument of Besredka,” Manwaring,™ and others 
that the first reaction of the anaphylactic shock may occur in the brain or 
in the liver, appears not to hold. In my experiments no change in the 
respiration of sensitized brain and liver tissues could be observed, when 
the antigen was applied in vitro to them. 

As already referred, Abderhalden and Wertheimer 
ing guinea-pigs with cattle serum, observed that the gas metabolism of the 
tissue was inhibited during the anaphylactic shock and after non-specific 
protein treatment, while, contrary to them, Gottschalk,” who injected 
caseosan into guinea-pigs, proved the acceleration of it, which is in accor- 
dance with the results of my own experiments. 

According to Burrow and Hey mann,* 
the tissue metabolism, so that the inhibition of tissue respiration observed 
by some authors may be accounted for by the difference of protein and the 
stage of anaphylactic shock, when the tissue was cut off. On the other 
hand, Abderhalden and his co-workers observed a decrease in the total 
gas metabolism of the animal in anaphylactic shock, but, even if it is so, 
the gas metabolism of some tissues may be accelerated in the sense of com- 
pensation, just as similar evidence is frequently proved in many other 


, sensitiz- 


» some amino-acids retard 


vital phenomena. 

Moreover, there is another evidence suggesting the increase in gas 
metabolism of tissues, if we remember the assumption of Heffter,” that 
protein split substances, especially SH, accelerate the tissue respiration. 
Now, it is widely accepted that the protein split substance increases in the 
blood and tissues either in anaphylactic shock or by non-specific protein 
injection, as stated by Pfeiffer and Mita," Abderhalden and Pin- 
cussohn,” Joachimoglu,” Hashimoto and Pick” (anaphylaxis), 





57) Besredka, Ann. d. I’Inst. Pasteur, 1907, 21, 117. 

58) Manwaring, Journ. Am. Med. Assoc., 1924, 82, 1504. 

59) Burrow and Neymann, Journ. Exp. Med., 1917, 25, 93. 

60) Heffter, Med. naturwiss. Arch., 1908, I, 81. 

61) Pfeiffer and Mita, Ztschr. f. Immunitiitsf., 1909, 41, 11. 

62) Abderhalden and Pincussohn, Ztschr. f. physiol. Chem., 1911, 71, 421. 
63) Joachimoglu, Ztschr. f. Immunitiitsf., 1911, 8, 453. 

64) Hashimoto and Pick, Arch. f. exp. Pharm. u. Path., 1914, 76, 89. 
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Gottschalk, Freund and Rupp,™ Vorschutz™ and others (non- 
specific protein therapy). Some of those protein split substances may have 
an accelerating effect on the gas metabolism of the blood and tissue cells. 

Finally it must be said that the efficacy of non-specific protein 
therapy, appears not to be definite, for, as already mentioned, even if the 
guinea-pig, the most sensitive animal, was treated with the horse serum 
with suitable dose and adequate interval, the effect on the tissue metabolism 
was not entirely constant. Pfeiffer and Cowie remarked that the 
effect of non-specific protein therapy changes with the different sorts of 
protein substances used and, according to Schmidt,” even if the same 
protein substance is injected, it varies greatly according to individuals. 
In the praxis, it is also rather difficult to determine an adequate dose of 
each protein preparation to be administered. 





65) Freund and Rupp, Arch, f. exp. Pharm. u. Path., 1923, 99, 137. 
66) Vorschutz, Ztschr. f. kl. Med., 1924, 100, 39. 
67) Schmidt, Ztschr. f. kl. Med., 1918, 85, 303. 











On the Influence of Ether Anaesthesia on the 
Epinephrine Content of the Suprarenals 
of the Dog. 


By 


IJURO FUJII 
(‘@ + H + BM) 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Satake, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


While Elliott was able to observe in the cat that the exhaustion of 
residual epinephrine in the suprarenal gland by ether anaesthesia could be 
prevented on either side by the section of the splanchnic nerves of that 
side,” Keeton and Ross were unable to establish such a relationship in 
the case of the dog.” At the end of 3 hours of ether insufflation, the 
epinephrine content of the gland on the previously splanchnectomized side 
was sometimes greater or nearly equal, but sometimes smaller in com- 
parison with that of the gland on the other side. These inconclusive 
results led them to the view that the ether causes more probably increas- 
ed production as well as increased partition. 

The second of the above mentioned papers having been published 
while I was engaged on study on the ether hyperglycaemia in the rabbit, 
experiments of an exactly similar nature with those essays were tried on 
the rabbit, and tlte chromaffine substance content was judged by the 
method of Negrin and Briicke. The results in the case of rabbits 
agreed with those of Elliott in the case of cats.” 

So, investigation of the same kind has been further performed on the 
dog. The results will be presented in the following pages. 

According to Kodama, who made use of the “ cava pocket ” method, the ether an- 


aesthesia reduces the residual epinephrine content in the suprarenals, whereas it decreases 
1) T. R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 388 ff. 
2) R. W. Keeton and E. L. BR oss, Am. J. Physiol., 1919, 48, 156 f. 
3) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 202. 
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the epinephrine output from the gland.) So, his view is exactly contrary to that of 
Keeton and Ross 


METHODs. 


Since the present research was made in succession to our study on the 
ether hyperglycaemia in the dog, the results of which will be reported 
elsewhere, the blood sugar content was also determined in the unilateral 
splanchnectomized dog mentioned in this paper, for the sake of comparing 
its intensity with that in the normal as well as in the bilateral splanchne- 
ctomized one. 

The methods employed for the present investigation were essentially 
the same as those applied in the former researches” ; in the studies on the 
ether hyperglycaemia special care was taken in the feeding of the animals, 
so that two weeks before the experiment a mixed diet of roughly the same 
composition was given daily: It consisted of rice (potatoes, radishes and 
other vegetables), fish, and soup in the ratio of about 3: 2:1 in volume. 

The mask used for etherization of the dog was constructed nearly in 
the same way as that used for the rabbit, described in the previous paper, 
only on a larger scale. ‘The broad end of the muzzle was fitted over the 
dog’s face by means of an oilcloth cushion. The closed, narrow end of the 
mask had a wide soldered inlet tube in the centre and two somewhat 
narrower tubes on the edge. Through one of the narrow tubes, fixed just 
under the centre tube, saliva was removed from time to time. The other 
narrow tube was used to send fresh air to the animal, when asphyxia was 
accidentally induced. The central tube, through which the dog breathed, 
was connected to the glas tube of Y form, to each of the limbs of which a 
valvular arrangement was attached, so that inspiration could be perform- 
ed only through the one limb and expiration only through the other. 
The limb for inspiration was connected to the ether bottle with a regulator, 
which enabled us to alter the concentration of ether vapour at will. The 
respiratory movement of the etherized dog under the mask was so powerful, 
that there was no need of artificial respiration, contrary to the case of ether 
experiments on rabbits. 

For the determination of the epinephrine content of suprarenal glands 
Kodama’s modification of Folin, Cannon and Denis’ method came 


4) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med. 1924, 4, 631. 
5) Iju. Fujii, ibid., 1922, 3, 84 f.; ibid., 1921, 2, 173. 
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into application.” In two dogs the content of chromaffine substance was 
judged by the method of Negrin and Briicke.” ' 

The major and minor splanchnic nerves were exposed through the 
lumbar route under morphine and ether plus chloroform, and cut just 


under the diaphragma. The ether experiment was carried out at least 


ten days later. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


The dog was muzzled at the start, brought on the table, caught by 
the head and legs, gently placed on its side, and then the central tube of 
the muzzle cone was connected with the ether bottle by means of the Y 
formed glas tube in the above mentioned manner. The animal then 
struggled somewhat for a while ; when the limbs became limp, the animal 
was allowed to lie down, without being restricted. Etherization continu- 
ed. At the end of some hours etherization the suprarenals were excised by 
the abdominal route. The section of the nerves was verified by autopsy. 


In the unilateral splanchnectomized dogs, fed on a mixed diet rich in carbohydrates, 
as is seen in Table I, ether administration caused rather remarkable hyperglycaemia. 
The intensity of hyperglycaemia, fall of body temperature, and fluctuation of frequency of 
pulse as well as of respiration did not materially differ from those in the ether experiments 
on the normal dogs, which we hope to report on an other occasion, as above mentioned. 


In 5 dogs out of 11, the left splanchnic nerves were divided, and in 
the remaining 6 the right. The influence of ether anaesthesia upon the 
epinephrine quantity in the gland on the side not denervated was practical- 
ly equal to that of the control gland in 4 dogs (Nos. 1, 3, 5 & 6), and 
smaller in 5 dogs (Nos. 2, 4, 7,9 & 10), whereas in the remaining 2 (Nos. 
8 & 11) the reverse was the case i.e. the control gland had a smaller 
storage than its sister gland. In the comparison of the percentage content 
of epinephrine these two dogs were also an exception. 

Whether the splanchnic nerves were cut on either side had no bear- 


ing on these results. 


The total epinephrine quantity in the gland in the splanchnectomized side was 0.49-1.33 
mgrms. (on an average 0.76 mgrm.) in the right (6 dogs) and 0.57-0.87 mgrm. (on an average 
0.69 mgrm.) in the left (3 dogs). The content in the gland in the intact side was 0.47-1.10 
mgrms. (on an average 0.68 mgrm.) in the left and 0.60-0,74 mgrm. (mean 0.67 mgrm.) in the 
right. In the paper of Ross and Keeton who made use of Folin, Cannon and Denis’ 


6) Sakuji Kodama, J. Biochem., 1922, I, 281. 
7) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1920, 1, 44 f. 

















Influence of Ether on Epinephrine Content of Dog’s Suprarenals 


method for the determination 
of epinephrine the content 
was: The denervated glands 
—right 0.35-1.34 mgrms. 
(0.81 mgrm.), left 0.14-1.20 
mgrms. (0.73 mgrm.); The 
glands not denervated—right 
0.33-1.08 mgrms. (0.71 
mgrm.), left 0.39-1.46 
mgrms. (0.78 mgrm.). The 
figures in both papers closely 
agree with each other. 


* Out of the 13 dogs 
on by 
American investigators, 
there 5 
where the epinephrine 
store in the gland on 
the splanchnectomized 


experimented 


were cases 


side was smaller than 
that in the gland on 
the opposite side. In 
the present investiga- 
tion the cases of the 


same kind were 2 out 
of 11 dogs. Indeed 


these results agree well 
with those of Keeton 
and Ross. 

Then 
also consider these re- 
sults as finally incon- 
clusive, as they did? 
To make sure, however, 


should we 


control = experiments 
were performed. The 
previously _ unilateral 
splanchnectomized dogs 
were killed by a blow 
on the neck, without 
etherization 


or any 


I. 


* 
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harmful manipulation other than the blood drawing from the previously 
de-afferented ear vein, measuring the anal temperature and laying the 
stethoscope on the chest. The suprarenal glands were immediately 
excised. 

The approximate equality of the total epinephrine quantity in the 
sister glands, the well-established fact in the cat® as well as in the 
rabbit,” seems exists also in the dog.” 

This approximate equality of the total epinephrine quantity in the 
sister glands exists even in the previously unilaterally splanchnectomized 
cat'?”° and rabbit.” 

The same fact in the dog was shown by Stewart and Rogoff,”™® 


with the following data.” 


TABLE II. 











No. of Days after | Weight of glands (grm.) Epinephrine (mgrm.) 

animals | Operation | Left Right Left | Right 
12 | 9 | 0400 | 0.408 0.72 | 0.72 
13 | 4 | 0.640 } 0.550 0.83 | 0.83 


(Left ? major and minor splanchnies were cut) 


Concerning the dog, however, the number of experiments up to date 
is small, too small for the purpose of control in the present investigation, 
the results of which are apparently so inconclusive. 


8) T.R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 379. 

9) Matsu. Morita (Fukuoka-Ikwadaigaku Zasshi, 1923, 16, 10.) estimated the 
epinephrine content of the suprarenals in 4 normal dogs. In 2 of these the load in the 
sister glands was quite equal, while in the remaining 2 the right gland had a little greater 
epinephrine store than the left (ca. 102). The total quantity in his dogs was far smaller 
than the values in Stewart and Rogoff, in Keeton and Ross and those in the present 
paper. The difference may probably be due to the difference of the methods for the 
epinephrine essay used by him (Comesatti’s method, modified by Suto and Inoue) 
and those used by us. See Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, 414. 

10) For example: Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5,416. (“ This smallness 
of inequality ete.” on p. 416 is an erroneous statement. It must be deleted.) 

11) T.R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 381 f. 

12) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1916, 24, 711. 

13) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1916, 24,719. Iju. Fujii, 
Tohoku J. Exp. Med., 1920, 1, 66 & 68 f. (chromaffine substance) 

14) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1916, 24, 716. 
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Six dogs were sacrified for the 
control experiment. 12-29 days 
after the unilateral splanchnectomy 
the control experiment was, as 
above described, carried out in the 
morning, just at the time when 
ether experiments were usually 
started. 

Table IIT illustrates the results 
obtained in these dogs. In 3 dogs 
the sister glands stored practically 
the same quantity of epinephrine, 
in agreement with Stewart and 
Rogoff. But in the remaining 
3 dogs the store in the gland in 
the side not splanchnectomized was 
far greater than that in the sister 
gland on the side denervated. 
The surplus was 0.16-0.25 mgrm.; 
two examples in the left side (right 
nerves were interfered with), and 
one in the right (left nerves were 


severed). 


The number of experiments was small 
and this inequality was not found in every 
case, but only in half of the cases. Addi- 
tional examples are to be desired. 

It may be strange, yet it is 
unreasonable, to expect to discover such a 
fact. That the epinephrine output from 
the suprarenal gland is depressed to the 
minimum by the interference of the 
splanchnics on the side is a definitely 
established fact. We have also been able 
to see abundant confirmation of the fact 
in the course of studying the epinephrine 
output in our Laboratory, which shall be 
Agents 


not 


reported on an other occasion. 
augmenting the output by direct influence 
upon the gland itself are seldom discover- 
ed. The action of mechanical press or 
nicotine can be seen only in experimental 


s Il. 
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research, and not in the natural life of the animals. It seems not to be unreasonable, 
therefore, to expect that the epinephrine producing tissue undergoes atrophy in the gland 
not working in consequence of denervation. Or, on the other hand, it may be suggested 
that the gland not denervated is compelled to overwork as a compensation for the denervat- 
ed fellow, so that the epinephrine store becomes increased. 

As a matter of fact, numerous experiments along this line must be done in the normal 
as well as the unilaterally splanchnectomized dogs previous to speculate so far. 


Now, the apparent exceptional cases in the ether experiments being 
illustated by the light of the new finding, there is no more opposition to 
the conclusion that the epinephrine content of the gland in the side not 
splanchnectomized reduces or remains unchanged by ether anaesthesia in 
comparison with the denervated sister gland. 

The surplus of the load in the intact gland over the denervated in 
the ether experiments was 0.18 and 0.21 mgrm. in the present paper, and 
0.10, 0.13, 0.19 and 0.19 mgrm. in Keeton and Ross. So, they never 
exceeded the surplus in the control experiments. 


SUMMARY. 


So, the statement, that the exhaustion of residual epinephrine in the 
suprarenal gland by ether anaesthesia can be prevented on either side by 
the section of the splanchnic nerves on that side, also holds true in the 


case of the dog. 




















On the Epinephrine Content of the Suprarenals in the 
Unilaterally Splanchnectomized Rabbit. 


By 


SOZO HIRAYAMA. 
(78 i se st) 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Sataké, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


The approximate equality of the epinephrine load in the sister 
suprarenal glands in the cat as well as in the rabbit is a well established 
fact. It is probably alos the case in the dog. Concerning the rabbit 
especially abundant confirmation is to be found in the numerous reports, 
which have been made along these lines. In the 148 male rabbits of 
F ujii, for example, the difference of the epinephrine content in the sister 
glands, assayed by means of Kodama’s modification of Folin, Cannon 
and Denis’ method, was under 0.02 mgrm. in the majority of the cases, 
while the average total storage in both glands was 0.44 mgrm.” 

That unilateral splanchnectomy does not disturb this approximate 
equality in cats was first observed by Elliott.” It was further proved 
to be the case in dogs(?), cats(?) and also rabbits by Stewart and his 
associate.” Fujii’s determinations of the chromaffine substance in the 
rabbit agreed with their findings.” 


As a matter of course, sufficient time should be given between the denervation and the 
principal experiment in order to allow the reestablishment of the load after the postopera- 
tive exhaustion of the unprotected gland. 


In a recent research in the case of dogs, however, Fujii was able to 
find a somewhat greater load on the intact side than on the splachnectomiz- 





1) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, 416. 
2) T.R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 381 f. 

3) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Exp. Med., 1916, 24, 711 & 719. 
4) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1920, 1, 66 & 68 f. 
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ed side in the half of the cases, while in the other half the store in both 


the glands was equal.” 


His conclusion was based, as a matter of fact, on a small number of experiments, and 
it is, therefore, very desirable that the research be extended to a large number of animals, 
the normal and the unilaterally splanchnectomized, as he already stated. 


The approximate equality of the epinephrine store in the sister glands 
has been and is at present also the basis for several researches in our 
Laboratory. 

It is too plausible to say here, that from the theoretical point of view the equality of 
the epinephrine load in the fellow glands is not the unique necesary and sufficient condition 
for the investigation of such a design, but the constancy of the ratio or of the difference of 
their loads is also sufficient for it. 


But, this view is based upon only the small number of experiments 
above cited. So, the experimental results of Fujii have led us to repeat 
the estimation of epinephrine loads in the previously unilaterally splanch- 
nectomized rabbit in a large number of animals, as the control for the 


experiments of such a nature in our Laboratory. 


METHODs. 


Male rabbits were exclusively used. The feeding and treatment of 
the animals were those usually employed in our Laboratory. In 11 to 
120 days after the unilateral splanchnectomy, the animal in good health 
and nutrition was killed by a blow on the neck. The abdominal cavity 
was immediately opened along the linea alba, the right suprarenal gland 
and next the left were excised. 

Kodama’s modification of Folin, Cannon and Denis’ method 
was employed for the assay of epinephrine in the suprarenals. 

So, the methods in the present investigation were essentially the same 
as those applied in the recent researches of Fujii.’ 


RESULTs: 


| 


In 148 normal male rabbits of Fujii,” the average load of the right 
glands was 0.215 mgrm., of the left 0.226 mgrm., and consequently the 
difference is 0.011 mgrm. In about 24% of the cases there was no 
difference between the glands, and in about 13% the right had a greater 


5 ju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1925, 5, 566. 
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store, while in about 62% the reverse was the case. (The data were cited 
from the full protocols of Dr. Fujii, who published them only in an 
abbreviated table.) 

In 130 out of 148 rabbits the difference was under 0.03 mgrm. ; in 
14 examples 0.04-0,05 mgrm. and only in the remaining 4 rabbits 0.07- 
0.1 mgrm. 

And the average of the total content of the glands was 0.44 mgrm. ; 
and it was 1.13 mgrm. per grm. of gland and 0.237 mgrm. per kilo of 
body weight. 

Now, the results in the present investigation will be illustrated in the 
following tables on p. 576 & 577. 

In 14 rabbits, the right splanchnic nerves of which were interfered 
with, the total epinephrine quantity was 0.194 mgrm. (0,13-0.29 mgrm.) 
in the right glands and 0.205 mgrm. (0.14-0.29 mgrm.) in the left. So, 
the difference was 0.011 mgrm. In 3 examples there was no difference, 
and in 4 rabbits the right gland had much epinephrine, while in the re- 
maining 7 the reverse was the case. In 12 out of 14 animals (about 
ninety percent) the difference was under 0.03 mgrm. In the remaining 
two rabbits it was 0.04 mgrm. and 0.07 mgrm. 

In 18 rabbits, the left splanchnics of which were divided, the total 
load was 0.205 mgrm. (0.06-0.32 mgrm.) in the left gland and 0.203 
mgrm. (0.10-0.33 mgrm.) in the right. The left gland had on an average 
0.002 mgrm. epinephrine more than the right. The loads were equal in 
2 cases. In half of the remaining 16 the right gland had much epineph- 
rine and the other half little. In the two thirds of the cases the 
difference was 0.03 mgrm., while in the remaining it was 0.04—0,07 
mgrm. 

The results in the rabbits, the right splanchnics of which were cut, 
closely agreed with those in the normal rabbits of Fujii, while the left 
splanchnectomy yielded somewhat different results, i.e. the load in the 
non-denervated right glands approached to that in the denervated sister, 
in fact the three right glands had an excess of 0,04—0.07 mgrm. in com- 
parison with the left denervated fellows. In the normal 148 rabbits of 
Fujii the average content in the left gland exceeded that in the fellow 
by 0.011 mgrm., and only in 20 rabbits the right had a little greater 
load, so that in only two cases the excess was 0.02 and 0.07 mgrm. So, 
these results in Table IT coincide with those of Fujii, obtained in the 
dogs.” But, the smallness of the number of experiments hinders us from 
stating it definitely, but we can practically assume that unilateral 
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Epinephrine Content in Unilaterally Splanchnectomized Rabbit 
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578 8S. Hirayama 


splanchnectomy does not materially disturb the approximate equality ot 
the epinephrine content of the sister glands. Between the splanchnctomy 
and the experiment must be given, as a matter of course, sufficient time 
for recuperation of the store from the postoperative depletion. 

In the rabbits splanchnectomized on the right side, the total epi- 
nephrine quantity in both glands was 0.399 mgrm. (0.28-0.58 mgrm.). 
It was 0.853 mgrm. (0.40-1.44 mgrm.) per grm. of glands, and 0.228 
mgrm. (0.16-0.34 mgrm.) per kilo of body weight. In the rabbits, the 
left nerves of which were cut, they were 0.408 mgrm. (0.16-0.64 mgrm.), 
0.980 mgrm. (0.43-1.69 mgrm.) and 0.230 mgrm. (0.11-0.35 mgrm.) 
respectively. 

Among these numbers, the epinephrine content per grm. of glands 
seems definitely smaller than that in the normal rabbits of Fujii. It 
comes from the heaviness of the glands in the present paper. 


In the rabbits, splanchnectomized on the right side, the average weight of the right 
gland was 0.235 grm. (0,105-0.513 grm.) and the left 0.277 grm. (0.090-0.575 grm.), while 
in the experiments of another series it was 0.223 grm. (0.086-0.383 grm.) in the right and 
0.234 grm. (0.085-0.450 grm.) in the left. So, they were heavier than those in the normal 
rabbit of Fujii (right: 0.193 grm., left : 0.209 grm.). 

In the present investigation there were many heavy suprarenals, really the glands of 
Exp. 4 in Table I weighed 1.088 mgrms., which far exceeded the heaviest mentioned in 
Fujii’s paper” and the papers cited in Fujii. But such a high value can not be regarded 
as a consequence of the unilateral splanchectomy, since similarly large glands have been 
found in normal rabbits on another occasions in our Laboratory, though but very seldom. 

The cases, where the left gland is heavier than the fellow, were found in seventy per- 
cent in the rabbits, splanchnectomized on the right side, and in sixty five percent in the 
animals denervated on the left side, whereas the proportion was eighty percent in the 
normal ones of Fujii. 


CONCLUSION. 


In the previously unilaterally splanchnectomized rabbit, the equality 


of the epinephrine content in the sister suprarenal glands is to be found 


in practically the same degree as in the normal rabbit. 
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